CUKUROVA UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LISANS TEZi

Aylin ORS

MiR-105-5P°’NIN APOPTOZ VE KOK HUCRE ILISKILi
GENLERE ETKISININ A549, MCF7 VE HELA HUCRE
HATLARINDA KARSILASTIRILMASI.

BiYOTEKNOLOJIi ANABILIM DALI

ADANA, 2022






0z

YUKSEK LiSANS TEZi

MIR-105-5P’NiN APOPTOZ VE KOK HUCRE ILiSKiLi GENLERE
ETKISININ A549, MCF7 VE HELA HUCRE HATLARINDA
KARSILASTIRILMASI.

Aylin ORS

CUKUROVA UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTIiTUSU
BiYOTEKNOLOJi ANABILIiM DALI

Danigman : Do¢. Dr. Yasemin SAYGIDEGER
Yil: 2022, Sayfa: 75
Jiiri : Dog. Dr. Yasemin SAYGIDEGER

: Prof. Dr. Mehmet Bertan YILMAZ
: Dog. Dr. Dilek GOKTURK

MikroRNA’lar (miRNA), 20-30 niikleotid uzunlugunda protein
kodlamayan endojen kiiciik RNA’larin sinifint olusturan RNA molekiilleridir.
Bir¢ok kanserde onkogen veya tiimor baskilayici gen olarak gdrev aldigi birgok
aragtirma ile kanitlanmigtir. Bu miRNA’lar ayni zamanda hiicre diizenlenmesi,
gelisim, apoptosis ve metastaz gibi birgok biyolojik siirece katkida
bulunmaktadirlar. Bunun gibi birgok 6zellik daha miRNA’larin ¢aligilmasini ilging
hale getirmektedir. Daha 6nce birgok miRNA {izerinde ¢aligsmalar yapilmis fakat
mMiR-105 ailesinin iiyelerinden olan miR-105-5p miRNA’s1 ile ilgili ¢ok fazla
caligma mevcut degildir. Bu aragtirmanin amacit; miR-105-5p miRNA’sinin akciger
(A549), meme (MCF7) ve rahim agz1 (HelLa) kanserleri iizerindeki etkisini
incelemektir. Bu amag¢ dogrultusunda, transfeksiyon yontemi kullanilarak miR-
105-5p’nin knokdown ve over ekspresyon kosullari saglanmistir. Bu kosullar
altindaki hiicreler; proliferasyon deneyi kurularak artis hizlari, koloniformasyon
deneyi ile de koloni olusturma &zellikleri acisindan gézlemlenmistir. Ayrica RT-
PCR yapilarak miR-105-5p’nin bu kanserlerdeki apoptoz ve kok hiicre iliskili
genlerine etkileri de incelenmis ve bu genleri onkogen veya tiimoér baskilayici
yonden etkiledigi goriilmistiir. Ayrica ekspresyonu arttirtlan miR-105-5p’nin her
lic hiicre hattinda da hiicrelerin artis hizin1 ve koloni olusturma Ozelliklerini de
bastirmistir. Bu sonuglardan hareketle miR-105-5p’nin hedefe yonelik tedavi
olarak kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: MikroRNA, timér baskilayici, apoptoz, kanser, transfeksiyon
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MicroRNAs have got 20-30 niicleotid and they are RNA molecules that
make up the class of non-protein-coding endogenous small RNAs. They have been
proven by a lot of research they took charge as an oncogenic or tumor suppressor
for a lot of cancer. These miRNAs also contribute to many biological processes
such as cell regulation, development, apoptosis, and metastasis. Many such
properties make the study on microRNAs interesting. Many miRNAs have been
researched before, but there is not much research on miR-105-5p, which is a
member of the miR-105 family. The purpose of this research; To examine the
effect of miR-105-5p on lung (A549), breast (MCF7), and cervical (HeLa) cancers.
For this purpose, the knockdown and over-expression conditions of miR-105-5p
were provided by using the transfection method. Cells under these conditions; The
growth rates were observed by establishing the proliferation experiment and the
colony-formation characteristics were observed with the colony-formation
experiment. In addition, the effects of miR-105-5p on apoptosis and stem cell-
related genes in these cancers were also examined by RT-PCR and it was observed
that these genes were affected as an oncogene or tumor suppressors. In addition,
the increased expression of miR-105-5p suppressed the growth rate and colony
formation properties of cells in all three cell lines. Based on these results, it is
thought that miR-105-5p can be used as a targeted therapy.

Keywords: MicroRNA, tumor suppressor, apoptosis, cancer, transfection




GENISLETILMIS OZET

MikroRNA’lar (miR), yiiksek seviyede korunan DNA bolgelerinden
kodlanirlar fakat proteine translasyonlar1 gerceklesmez (Saydam ve ark, 2011).
Endojen kiiciik RNA’larin sinifin1 olustururlar ve yaklagik 20-30 niikleotid
uzunluga sahiptirler. Bu protein kodlamayan RNA molekiillerinin sayis1 yaklasik
olarak bini gegmektedir (Celik ve ark, 2013; Zamore ve ark, 2005). Aragtirmalar bu
miRNA seviyelerinin normal kosullarin digina ¢ikmasimin insanlarda kanser
gelisimiyle baglantili olabilecegini gdstermistir (Wijnhoven ve ark, 2007). {lk
mikroRNA, Lee ve arkadaslar1 tarafindan 1993 kesfedilmesine ragmen mikroRNA
terimi 2001 yilindan itibaren kullanilmaya baslanmistir. Lee ve arkadaslari,
Caenorhabditis elegans’1 gen icerigi bakimindan tararken bir genin hicbir protein
kodlamamasina ragmen 22 niikleotit uzunlugunda kiigiik bir RNA transkribe
ettigini rapor etmislerdir. Bu ilging bulustan sonra diger calismalarda da hemen
hemen biitiin ¢ok hiicreli organizmalarda bu kiiciik RNA molekiilii kesfedilmistir.
Yapilan bir¢ok arastirma ile bu RNA molekiillerinin hiicre farklilagmasi, metastaz,
gelisim, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi, apoptosis gibi birgok biyolojik siirecte
onemli roller istlendigi gosterilmistir (Saydam ve ark, 2011). MiRNA’lar, hedef
mRNA’nin 3 UTR bélgesine argonaute proteinleri yardimiyla baglanarak mRNA
yikimmna veya protein translasyonunun baskilanmasina neden olmaktadirlar
(Gregory ve ark, 2005). Ayrica miRNA’lar bagka bir miRNA’ya dolayli, dogrudan
ya da kiiresel olarak ii¢ farkli yoldan baglanarak miRNA:miRNA etkilesimi
olustururlar (Hill ve ark, 2018). Bu etkilesimler ayn1 zamanda miRNA-mRNA
diizenlemesine de farkli bir bakis agis1 getirmektedirler (Lai ve ark, 2004). Bu
bilgiler 1s181nda literatiir taramasi yapilmis ve miR-105 ailesinin iiyelerinden olan
miR-105-5p miRNA’s1 ile ilgili ¢ok fazla galigmaya rastlanmamigtir. MiR-105-5p
miRNA’smin A549, MCF7 ve HeLa hiicre hatlarinda onkogenik veya timdr
baskilayict etkinligi merak edilmis ve bu calismada bu hiicre hatlarinin

proliferasyon hizi, koloni artis hiz1 gibi 6zelliklerine bakilmis ve kok hiicre ve
i



apoptoz iliskili genlerle etkilesimi incelenmistir. Lipofektamin ile yapilan
transfeksiyon deneylerinde miR-105-5p ekspresyonunun arttirildigt ve inhibe
oldugu kosullar saglanmistir. Daha sonra artig hizlarinin incelendigi proliferasyon
deneyinde hiicreler belirli sayilarla 96’1ik well platelere ekilmis 0, 24, 48 ve 72 saat
araliklarinda hiicreler gézlemlenmistir. Her ii¢ hiicre hattinda da miR-105-5p
ekspresyonlarimin  artmasmin  proliferasyonu  ciddi anlamda  baskiladig:
goriilmiistir. Oyle ki ekspresyonun inhibe edildigi kosulda ise bu kanser
hiicrelerinin artisinda hizlanma meydana gelmistir. Proliferasyondan sonra hiicreler
koloni olusumlarmi goézlemlemek amaciyla 6’lik well platelere ekilmis, 2 hafta
boyunca koloni olusumlar1 gézlemlenmis ve sonrasinda metilen blue ile boyanarak
koloniler sayillmistir. Beklendigi gibi her ii¢ hiicre hattinda da koloni artislari,
proliferasyon hizi ile paralel ilerlemis ve miR-105-5p’nin ekspresyonunun arttigi
kosulda, inhibe oldugu kosula oranla daha az koloni olusumuna rastlanmistir. Her
iki deneyde de sonuglar GraphPad Prism 9 programi ve excel programi yardimi ile
hesaplanmig ve grafikleri olusturulmustur. Daha sonra bu kosullar altindaki
hiicrelerden RNA izolasyonu ve cDNA deneyleri yapilarak RT-PCR deneyi
kurulmustur. RT-PCR ile miR-105-5p’nin; EMT, apoptoz ve kok hiicre ile iligkili
genlere etkisine bakilmig ve sonuglar yine GraphPad Prism 9 ve excel programu ile
grafik olusturulmustur. Cikan sonuglara goére; miR-105-5p varliginda meme
kanserinde; P53 ve P21, rahim agz1 kanserinde hTERT tiimor baskilayic1 6zellik
gostermistir. Akciger kanserinde ise P53, hTERT ve E-cadherin tiimér baskilayici
ozellik gostermektedir. Bu g¢alismadan elde edilen bulgulara gére miR-105-5p;
akciger, meme ve rahim agzi kanserlerinde tiimor baskilayici 6zellik gostermekte

ve hedefe yonelik terapotik ilag arayiglarinda umut 15181 olabilecek potansiyeldedir.
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1. GIRIS Aylin ORS

1. GIRiS

MikroRNA’lar (miRNA’lar); endojen kiiclik RNA’larmn sinifin1 olusturan,
protein kodlamayan RNA molekiilleridir (Celik ve ark, 2013). Yaklasik 20-30
niikleotid uzunlugunda olan tek iplik¢ikli miRNA sayisi, hélihazirda 300°den fazla
tanimlanmis insan genomu igerisinde bini gegmektedir (Zamore ve ark, 2005). Bu
protein kodlamayan RNA molekiilleri, kendi niikleotid dizilerinin tamamlayicisi
olan hedef mRNA’lara baglanip translasyonel baskilama veya mRNA yikimi ile
transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonunun diizenlenmesini gergeklestirirler.
MiRNA’lar bu yolag1 kullanarak hiicre farklilagmasi, proliferasyonu ve apoptoz
gibi homeostatik siireclerde rol oynamaktadirlar (Saydam ve ark, 2011).

Insan genomunda yer alan DNA nin biiyiik bir boliimii RNA kodlamasina
ragmen genomun cok kiiciik bir miktar1 (yaklasik olarak %1,5) fonksiyonel
proteinlerin sentezlenmesinde kullanilmaktadir. Yakin zamana kadar genomun geri
kalan kisminin ¢ok az 6nem igerdigi diisiiniilmekteydi. Fakat bu goriis, kiiglik RNA
molekiillerinin kesfiyle ortadan kalkmis oldu. Arastirmacilar, bu grup igerisinde yer
alan miRNA seviyelerinin normal kosullarin digina ¢ikmasinin insanlarda kanser
gelisimiyle baglantili oldugunu rapor etmislerdir. Dolayisiyla bu konuda bir
caligma bilgisinin kanserin erken teshisi ve tedavisi i¢in onemli olabilecegi ¢ok
agiktir (Wijnhoven ve ark, 2007). Pek ¢ok kanserde bazit miRNA’lar ekspresyonu
artirtldiginda onkogenik 6zellik gosterir ve onkomir olarak adlandirilirlar. Bu
onkomir miRNA’lar tiimor baskilayict genleri ya da hiicre farklilasmasini kontrol
eden genleri etkileyerek tiimor olusumuna sebep olabilirler. Baz1 miRNA’lar ise
timor olusumunu onkogenleri baskilayarak engellerler ve tiimor supressor ozellik
gosterirler (Calin ve ark, 2006).

MikroRNA’lar, onkogenezde oynadiklar1 6nemli rol nedeniyle, gelecek
vadeden tanisal ve prognostik biyomarkirlar olarak kabul edilmeye baslanmistir.
Belli miRNA’larin  timor dokusunda, serumda ve balgamda ekspresyon

profillerinin saptanmasinin bilgi saglayict oldugu diisiiniilmektedir. MiRNA’larin
1
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kanser dokularinda, normal dokulara nazaran 0&zellikle az miktarda oldugu
belirlenmistir. Bu durum karsinogenezde miRNA ifadesinin baskilandigina isaret
etmektedir. Ayrica farkli dokulardan kokenlenen bir¢ok tiimériin gelisimsel
kokenleri ve farklilasma dereceleri yalnizca miRNA ifade profillerinin belirlenmesi
ile bilinebilmektedir. Bu sebeple miRNA’larin hiicreleri daha farklilasmis bir
asamaya gotiirdiikleri distliniilebilir. MiRNA’lar mRNA profillerinin ayirt
edemedigi az farklilagsmis kanser tiplerini de siniflandirabilirler (Lu ve ark, 2005,
Rosenfeld ve ark, 2008). MiRNA’larin temel rolii, tek bir miRNA’nin birden fazla
mRNA’y1 post-transkripsiyonal bir sekilde hedefleyebilmesi ve boylece ayn1 anda
yiizlerce genin ekspresyonunu etkileyebilmesidir (Dong ve ark, 2021). Ayrica
miRNA’lar, hiicresel DNA algilama ve onarim mekanizmalarini da diizenleyerek
biitiinliigiin korunmasinda énemli bir rol oynar. Ilk olarak miRNA genleri siklikla
frajil kromozomal boélgelerde bulunur, bu da miRNA bozulmasmin genomik
kararsizliga yol acan ve dolayisiyla karsinojenezi baslatan erken olaylardan biri
olabilecegini gosterir (Vincent ve ark, 2014). Ikincisi miRNAlar, p21 ve p27 gibi
hiicre dongiisii kontrol noktalarini diizenleyerek bir sonraki asamaya erken veya
gecikmeli girise neden olabilir. Bu, anormal genomik igeriklere, olgunlagsmamis
kromozom ayrimina yol acar ve sonu¢ olarak genomik kararsizliga ve kansere
neden olur. Ugiinciisii, hasarli DNA’larin tespiti ve onarimi dahil olmak iizere
DNA hasar tepkileri, genomik stabiliteyi korumak i¢in ¢ok onemlidir (Zhang ve
ark, 2016). Diger bir 6nemli kap1 bekgisi olan p53, hasarli DNA’y1 onarmak igin
hiicre dongiisiinii bloke etme veya onarim potansiyeli yoksa hiicreleri apoptoza
yonlendirme iglevi géren DNA hasar yanitinda bir sensdr gorevi goriir. Birkag
miRNA, dogrudan hedefleme yoluyla p53 ifadesini modiile eder (Vincent ve ark,
2014). MiRNA’lar farkli stromal hiicrelerini de diizenlerken etkilerini kanser
hiicreleri ile onlara g¢evreleyen stromal hiicreler arasindaki etkilesimlerin
diizenlenmesi iizerinde gosterebilir (Kuninty ve ark, 2016). Cok sayida miRNA’nin

anjiyogenezi diizenledigi de bildirilmistir (Wang ve ark, 2018).
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1.1. MiRNA’larin Biyogenezi ve Hedefleme Mekanizmasi

MiRNA’lar, ii¢ asamali islem sonucunda olusurlar. Baslangigta -80
niikleotid uzunlugunda olan bir RNA sa¢ tokasinin pargast olarak RNA polimeraz
IT enzimi araciligiyla eksprese edilirler. Daha uzun bir ilk transkriptin parcasini
olustururlar ve primer miRNA (primiRNA) olarak adlandirilirlar (Lee ve ark,
2002). Ikinci adimda 60-70 niikleotid prekiirsér miRNA (pre-miRNA) ara iiriiniinii
vermek i¢in bu RNA sa¢ tokasinin iist kismiin niikleer eksizyonu gerceklesir.
Niikleusta bulunan bir RNaz olan Drosha ve RNA baglanma noktasi bulunan bir
protein DGCRS8/Pasha’dan olusan mikroislemci komplekse baglanir. Boylece
niikleus i¢inde doniisiim gergeklesir (Bartel ve ark, 2004, Zeng ve ark, 2013).
Ugiincii ve son adimda pre-miRNA’lar Exportin 5 ad1 verilen molekiil araciligryla
sitoplazmaya tagimirlar (Garzon ve ark, 2006). Olgun miRNA’lar sitoplazmada
iiretilmesine ragmen ¢alismalar olgun miRNA’larm %75’inin hem sitoplazmada
hem de ¢ekirdekte bulundugunu gostermektedir (Gagnon ve ark, 2014).
Sonrasinda, pre-miRNA’lar sitoplazmada RNAaz III enzim ailesinden Dicer adli
endoniikleaz ile kesilerek 18-24 niikleotid uzunlugunda ¢ift zincirli
MiIRNA:miRNA dubleksine ¢evrilir (Zhang ve ark, 2002). Son olarak, olgun
miRNA bir riboniikleer partikiile (RNP) dahil edilir ve birlikte RNA! ile iligkili gen
susturma etkilerini yiiriitmek i¢in miRISC olusur (Schwarz ve ark, 2003). RISC
kompleksinin i¢inde yer alan bir RNAz olan argonaute’un etkisiyle bu iki iplikten
daha kararli olan 5’ ucu seg¢ilip komplekse dahil edilir. Bu iplik kilavuz iplik (guide
strand) olarak adlandirilir. Diger iplik, anti-kilavuz veya yolcu iplik olarak
adlandirilir, RISC kompleksinin substrati olarak sindirilir.

Baska bir miRNA araciligi ile miRNA diizenlenmesinin mekanizmasi
MiRNA:mMIiRNA etkilesimi olarak adlandirilmustir (Hill ve ark, 2018). Bu miRNA
ciftleri arasindaki baglanmanin, kilavuz miRNA ve yolcu miRNA iftleri
arasindakinden daha gii¢lii oldugu, hiicre islevselligi lizerinde genis kapsamli etkisi
oldugu ve miRNA mRNA diizenlenmesine baska bir bakis acist ekledigi

diistiniilmektedir (Lai ve ark, 2004). Bu etkilesim dogrudan, dolayli ve kiiresel
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olmak {izere 3 sekilde gergeklesmektedir. Dogrudan miRNA:miRNA etkilesimleri,
bir miRNA digerini tamamlayict bir sekilde bagladiginda meydana gelir. Bu
etkilesim ya sitoplazmada iki olgun miRNA arasinda ya da ¢ekirdekte bir olgun ve
bir birincil mMiRNA (pri-miRNA) sa¢ tokasi arasinda meydana gelir. Cekirdekteki
etkilesimler, tipik olarak mikroislemcinin baglanmasin1 onler ve bdylece pri-
miRNA’nin olgunlagsmasin1  bloke ederek seviyelerini diisliriir ve hedef
MRNA’sinin susturulmasini 6nler (Forrest ve ark, 2010). Dolayli miRNA:miRNA
etkilesimleri, sitoplazmadaki olgun miRNA’nin ¢ekirdekteki pri-miRNA’y1
transkripsiyonel diizenleyiciler aracilifiyla etkilemesidir. Bu diizenleyiciler,
transkripsiyon faktorlerini, DNA metiltransferazlar1 ve baskilayicilar igerebilir
(Hill ve ark, 2021). Son olarak kiiresel miRNA:miRNA etkilesimlerinde, bir
miRNA birkac¢inin ifadesini veya tiim miRNA ifadesini modiile edebilmektedir
(Borzi ve ark, 2017).

MikroRNA’lar, aktif RISC kompleksine entegre olduktan sonra, ya
argonaute proteinleri yardimiyla mRNA’nin  yikimma ya da protein

translasyonunun baskilanmasina neden olmaktadirlar (Gregory ve ark, 2005).
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MiRNA, hedef mRNA’nin 3’ ucundaki translasyona ugramayan bolgeye
(UTR) veya hedef mRNA’nin ORF bolgesine baglanir (Sekil 1.1). Baglanma
pozisyonu miRNA kompleksinin mRNA’ya nasil komplementer olduguna baglidir.
3’ UTR bolgesine baglanma kusurlu, tam olmayan, eksik komplementerligi ihtiva
eder ve translasyonun baskilanmasi ile sonuglanir. ORF bolgesi icine baglanma ise
kusursuz, tam komplementerligi gosterir ve Ago2 tarafindan mRNA’nin yikimi ile
sonuglanir (Sun ve ark, 2010). Ayrica miRNA’larin her birinin birden fazla
mRNA’nin ekspresyonunu diizenleyebildigi ve mRNA’larin her birinin de birden

fazla miRNA tarafindan hedeflenebildigi goriilmektedir (Pillai ve ark, 2005).
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Sekil 1.2. MiRNA hedefleme mekanizmasi

MiIiRNA-mRNA etkilesimi i¢in miRNA'nin 5' ucundan ikinci niikleotitte
baslayan 7 niikleotid tohum bolgesi gereklidir. MiRNA-mRNA hedeflemesi,
agirlikl olarak, acik okuma cgercevesinin (ORF) 3' akis asagisinda bulunan hedef
mRNA'nin 3'UTR'sinde meydana gelir. MIRNA-mRNA dupleksinin orta kisminda

cikintilar veya uyumsuzluklar mevcut olabilir. Sol alttaki ovalde gosterildigi gibi,
5
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miRNA ve mRNA arasindaki miikkemmel uyum baz eslesmesi, miRISC aracili
endontikleolitik bdliime ve dolayisiyla mRNA bozulmasi ile sonuglanir. Sag altta
gosterilen hiicrelerde tam tamamlayiciligin olmamasma ragmen, baz eslesmesi
(6zellikle miRNA’nin 13-16 niikleotidleri), translasyonel baskiya yol agan
MiIRNA-mRNA etkilesimini stabilize etmede hala 6nemlidir. Siklikla, g¢oklu
miRNA’lar (Sekil 1.2°de kirmizi ve mavi ile gosterilmistir) aynm1 3’UTR’yi
hedefleyebilmektedir. Tersine, benzersiz bir miRNA, hiicrelerde aymi 3’UTR

tizerinde birden fazla baglanma bolgesini hedefleyebilmektedir (Sun ve ark, 2010).

1.2. Akciger Kanseri ve MiRNA iliskisi

Akciger kanseri, tiim diinyada kanser kaynakli 6liimlerin baslica sebebidir.
Genellikle EGFR, ALK, ROS1, BRAF, ERBB2 (HER2), MET, RET ve KRAS
gibi mutasyonlara sahiptir (Kate ve ark, 2020). iki ana tipi vardir. Kiiciik hiicreli
akciger kanseri (KHAK) ve kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK).
KHDAK lar tiim akciger kanserlerinin %80’ini olustururlar ve adenokarsinom,
skuamdz hiicreli karsinom ve biiyiik karsinom gibi alt boliimlere sahiptir (Gyoba
ve ark, 2016). Cerrahi yontemlerdeki yeniliklere, kemoterapi ve radyoterapideki
gelismelere ragmen, akciger kanserinin sagkalim siiresi %16’dir (Jemal ve ark,
2009). Bu nedenle, akciger kanserinin genetik olarak gelisimini ¢dzmek ve yeni
tedavi hedefleri gelistirmek i¢in hiicresel molekiiller lizerinde daha ¢ok caligilmast
gerekmektedir. Birikmis kanitlar, miRNA’larin sapkin bir sekilde ifade edildigini
ve KHDAK’in tiimdrigenez ve tiimor ilerlemesinde Onemli roller aldigini
gostermektedir. KHDAK hiicrelerinin biyolojik davranisini etkileyen molekiiler
diizenleyici yol degisiklikleri birden fazladir ve bu molekiiler aglar en basta kotii
huylu bir fenotip olusturan bir dengesizlige yol agabilir. Bu molekiiler degisiklikler
gen ifadesindeki degisiklikleri, kopya numarasi degisikliklerini, farkli metilasyon
kaliplarin1 ve kodlamayan RNA’larin ifadesindeki degisikleri icermektedir (Pikor
ve ark, 2013). MiRNA'larin plazma gibi biyofluid ortaminda saptirildigi

kamtlanmigtir. Akciger kanseri hiicrelerinin gelisiminde, epitel-mezenkimal gegiste
6
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ve tedaviye yamitta 6nemli sinyal yollarin1 daha da etkileyen hedef genler veya
molekiiller {izerinde modiiler islevler uygularlar (Vescova Del ve ark, 2015).
Miyofibroblastlardan ve fibroblastlardan olusan CAF’lerin hiicrelerdeki varligi,
gelismis tiimor fenotiplerine, proliferasyona, anjiyogeneze ve invazyon ve
metastaza yol a¢maktadir. CAF’lerde miRNA salgilanmasinin akciger kanseri
ilerlemesini destekledigi bildirilmistir (Kunita ve ark, 2018). MiRNA’larin
CAF’lerde fazla eksprese edildigi durumlarda, CAF’lerin tiimor hiicresi
proliferasyonunu ve kiire olusumunu arttirmasini engelleyen CXCL12 ekspresyonu
bastirilir. Bu da tiimoér hiicresi apoptozisine yol agar (Zhang ve ark, 2015).
CAF’lerde miRNA’larin eksprese edilmedigi durumlarda ise yiiksek seviyelerde
olan SDF-1, akciger kanseri hiicre hatt1 olan A549 proliferasyonunu ve ilaca olan
direnglerini arttirmaktadir (Li ve ark, 2016). Yapilan bagka bir ¢aligmada ise bazi
miRNA’larin, akciger kanserinde PTEN’i hedefledigi ve ardindan aktive olan Akt
yolunun anjiyogenezi destekledigi goriilmiistiir (Mao ve ark, 2015).

Epitelyal kanser hiicrelerinin istila etmesini ve metastaz yapmasini
saglayan EMT’yi diizenleyen birkag miRNA mevcuttur. Bazi miRNA’lar,
KHDAK’da EMT’yi bastirmak i¢in FOXM1’i, bazilar1 ise Twistl’i hedefler.
Boylece KDHAK’da EMT iligkili metastaz inhibe edilmis olur. Bdylelikle
KHDAK’da diisiik miRNA seviyeleri kotii prognoz tasir diyebiliriz (Ke ve ark,
2013, Yang ve ark, 2015). MiRNA ekspresyonlart ayrica akciger
adenokarsinomunun biiyiime paternlerine miidahale etmektedir. Baz1 miRNA’larin
yiksek ekspresyon seviyelerinin tiimordeki kati bilesenlerin varligi ile 6nemli
Olciide iliskili oldugunu, buna karsin bazi miRNA’larin lepidik desenler veya
miisindz ile iliskili oldugunu gostererek akciger adenokarsinomlari arasindaki
histolojik biiyiime modellerini analiz ettigi goriilmistir (Nadal ve ark, 2014).
MiRNA’lar, primer akciger tiimorlerini diger bolgelerdeki tiimorlerden ayirt
etmede kullanilmaktadir. Bazi miRNA’larin yiiksek ekspresyonu primer akciger
timorleri ile iliskiliyken, bazi miRNA’larinki ise metastatik timorlerle iligkilidir

(Barshack ve ark, 2010). Molekiiler biyobelirtecler, akciger kanseri taramasi i¢in
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yardime1 bir aragtir. Bunlarin arasinda, dolasimdaki miRNA’lar, tanisal fayda igin
biiyiileyici bir potansiyel gostermektedir. Bunun nedeni, kan, kolostrum, idrar ve
plevral sivi gibi viicut sivilarindan miRNA’lar1 tespit etmedeki fizibiliteye
dayanmaktadir. Ikinci avantaj, dolasimdaki miRNA'larin, endojen RNazlarm
etkileri olmaksizin viicut sivisinda ¢ok kararli olmasidir. Ugiinciisii ise, dolasan
miRNA’lar, tiimor heterojenitesi sorununun iistesinden gelerek farkli tlimor
boliimlerinden veya metastatik bolgelerin tiim patolojik sinyallerini toplamasidir
(Han ve ark, 2018). Suanda, akciger kanseri i¢in bir teshis araci olarak ¢ok sayida
miRNA kullanilmaktadir. Bunlar, akciger kanseri olasiligini tespit etmek icin bir
‘set’ veya ‘kit’ olarak entegre edilmektedir. Ornegin ‘miR’ testi birgok miRNA nin
imzasimi dlgen serum bazli bir testtir (Montani ve ark, 2015). Yiiksek riskli akciger
kanseri hastalarinda bu test sirasiyla %74,9, %77,8 ve %74.8 tanisal dogruluk,
duyarlilik ve 6zgiillik sergilemektedir (Sozzi ve ark, 2014). Platin bazli tedavi,
hem KHAK hem de KHDAK tedavileri i¢in en yaygin tedavidir. MiRNA’lar
kemoterapi duyarliligi veya direnci ile ilgilidir. MiRNA ekspresyonu, PKD2
seviyesini baskilar ve ardindan ¢oklu antikanser ilaglarinin akigina aracilik eden P-
glikoproteinin asag regiilasyonuna yol acar. Sonucta da miRNA ekspresyonu olan
bir KHDAK hiicre hattinda sisplatin duyarliligi artar (Yu ve ark, 2017). Bazi
miRNA’lar; MDR1, MRP1, ERCCI ve survivin gibi ilag direnciyle alakali birkag
proteini ve Bcl-2’yi baskilayarak ilag akis mekanizmasmi inhibe etmekte ve
sisplatin duyarliligin1 artirmaktadir (Wu ve ark, 2014). Aksine baz1t miRNA’larin
upregiilasyonu ise artan MDR1, MRP1, ERCC1, survivin ve Bcl-2 ile iligkilidir.
Bu da ilag akisini ve sisplatin direncini indiiklemektedir (Li ve ark, 2016). Birkag
miRNA ise PEBP4 ve RKIP aracili EMT’yi hedefleyerek sisplatin tedavisine
diren¢ saglamaktadirlar (Zhao ve ark, 2015). Akciger kanseri radyoterapisinde bazi
miRNA’lar, oksidatif yanit genlerini baskilayarak ve DNA onarimini inhibe ederek
radyoterapinin  akciger kanseri hiicreleri iizerindeki etkisini  arttirdig1

gbzlemlenmistir (Cortez ve ark, 2014).
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Birlikte ele alindiginda miRNA'lar, kanser hiicresel davraniglarini kontrol
ederek ve c¢evredeki hiicrelerle etkilesimlerini diizenleyerek TME'de rol
oynar. Akciger kanseri tan1 ve tedavisinde kanser hiicreleri ve mikrogevreleri

arasindaki iligkilerin arastirilmasi gereklidir.

1.3. Meme Kanseri ve MiRNA 1liskisi

Meme kanseri, kadinlar arasinda en sik goézlenen kanserlerden biridir.
Solunum yolu ve akciger kanserlerinden sonra, kadinlar arasinda kanser iligkili
oliimlerin basinda yer almaktadir (Siegel ve ark, 2015). Siklikla BRCA1/BRCA2
ve TP53 gibi mutasyonlara sahiptir. Bununla birlikte, meme kanseri vakalarmin
biiyiik cogunlugu mutasyona ugramis yiiksek penetrasyonlu bir genle degil, genel
popiilasyonda siklikla mutasyona ugrayan CHEK2, CDH1, NBS1, RADS50, BRIP1
ve PALB2 gibi diisiik penetrasyonlu genlerle ilgilidir (Sheikh ve ark, 2015). Ayrica
PIK3CA mutasyonunun da yaygin oldugunu gorilmiistiir (Jiang ve ark, 2018).
Meme kanseri tiimorleri uygulanan tedaviye karsi direng gosterebilmektedir.
Diren¢ olusumu ile birlikte, meme kanseri hastalarinda timér yalnizca primer
bolge ile sinirli kalmamakta ve farkli bolgelere metastaz yapabilmektedir (Weigelt
ve ark, 2005). Hiicre sinyal yolaklar1 ile iligkili genlerin ifadesi ¢esitli
mekanizmalar yoluyla yeniden diizenlenmektedir. MiRNA’lar, hedefindeki
mRNA’larin 3’UTR bolgesine baglanarak protein iirlinline doniigmesini
engellemektedir. Protein kodlayan genlerin ifade kontroliinde rol oynayan miRNA
genleri, normal meme dokusu ve meme kanseri hiicreleri arasinda ifade farkliliklar
sergilemektedir. Bununla birlikte, bu farklilik meme kanser hiicreleri ve kanser kok
hiicreleri arasinda da gozlenmektedir (Yu ve ark, 2007). Meme kanseri kok
hiicrelerinde, hiicre apoptozunu indiikleyici ve hiicre bdliinmesini inhibe eden
miRNA ifadelerinin azaldigi bilinmektedir (Shimono ve ark, 2015). Mevcut
bulgular, diger meme kanserli hastalar ile benzer tedavi yaklasimlari uygulanarak
takip edilen bu hasta grubunda, farkli etkin tedavi yaklasgimlarinin

diizenlenlenmesine katki olusturarak hastalarin yagam siiresinin ve kalitesinin
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gelistirilmesine imkan saglayacaktir. Ayrica elde edilen bulgular; BRCA mutasyonu
tastyan meme kanserli hastalarda, kotii prognozun takibini saglayabilecek
biyobelirteclerin belirlenmesi konusunda uluslararasi ve ulusal literatiire katki
saglar niteliktedir. MiRNA’lar, mRNA’ nin 3’ Untraslated Region (3’UTR)
bolgesinde hedef transkripti ile baz eslesmesi yaparak, bu transkriptlerin
translasyonunu degisik mekanizmalar ile baskilar. MiRNA’ lar bu sekilde gorev
yaparak gen diizenlenmesinin bir boyutunu olusturmaktadir. Bu diizenlenmenin
cesitli mekanizmalarla bozulmasi hastaliklara sebep olmaktadir. Son yillarda
yapilan arastirmalarda kanserde miRNA ekspresyon profilleri degerlendirilmis
olup, bazi miRNA’larin ekspresyonlarmin azaldigi bazilarmin ise arttif
belirlenmistir (Zhang ve ark, 2006). Bir¢ok kanser tiirlinde bu caligmalarin
tekrarlanmas1 ve fonksiyonel analizler sonucu, ekspresyonu azalan miRNA’ larin
“timdr baskilayic1” oOzellik gosterdigi ve genelde onkogenlerin transkriptlerini
hedefledigi ve ekspresyonu artan miRNA’ larin “onkogenik™ o6zellik gosterdigi ve
timor baskilayici genlerin transkriptlerini hedefledigi sonucuna varilmistir (Zhang
ve ark, 2007). Giinlimiizde meme kanseri tanisinda hastanin yasi, aksiller lenf nodu
tutulumu, tiimor biyiikligi, histolojik evre ve invazyon gibi histolojik 6zellikleri,
lenfovaskiiler, hormon reseptdor durumu ve insan epidermal biiyliime faktorii
reseptorti (HER-2) ifadesi gibi farkli risk kategorisindeki hastalarda farkl
kombinasyonlar halinde goriilebilen faktorler kullanilmasina ragmen, tiimoriin
belirtilen klinik davraniglarina gore siniflandirilmasinda yeteri kadar giivenilir
verilerin saglanamamasi, prognozun hastaligin daha erken evrede yapilabilmesinin
gerekliligi ve aynm1 evredeki meme tiimorlerinin uygulanan tedavi protokollerine
farkli cevaplar vermesi, tedavi protokoliiniin belirlenmesinde tiimdrlerin molekiiler
diizeydeki smiflandirmalarinin  gerekliligini ortaya koymustur (Schnitt, 2010).
Farelerle yapilan bir calismada, meme dongiisiiniin farkli fazlarina baglayan birkag
miRNA ailesi, gecici ifade kaliplarina dayanarak 7 gruba tanimlanmustir. {lging bir
sekilde, daha once agresif bazal meme kanseri ile iligkilendirilen birka¢ miRNA,

ergenlik ve gebelik sirasinda, en yiiksek fizyolojik duktal ve alveolar proliferasyon
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periyotlarinda yiiksek oranda eksprese edilmistir. Ayrica, terminal olarak
farklilasmis fenotiple iligkili miRNA’lar olgun epitel oranindaki bir artisla iliskili
olarak ergenlik ve gebelik boyunca yiikselmektedir. Buna karsilik bazit miRNAlar,
laktasyon sonrasi evrim sirasinda zirveye ulagsmistir. Fokal yapigma ile ilgili genler
icin zenginlestirilmis ve tahmin edilen mRNA hedeflerinin ifadesinde karsilik
gelen bir azalma ile, memenin yeniden sekillenmesinde rol oynadig:
diistiniilmektedir (Avril-Sassen ve ark, 2009). Klasik mRNA profilleme
caligmalari, meme tiimorlerini luminal A, luminal B, bazal benzeri, HER2-pozitif
ve normal benzeri tiimorler olarak 5 ana gruba ayirmaktadir (Perou ve ark, 2000).
Yakin zamanlarda normal meme dokularinda ve tiimorlerde miRNA
ekspresyonuna iligkin benzer kiiresel caligmalar, kanserin ilerlemesiyle ilgili
miRNA’lar1 tanimlamaya ve meme tlimorlerini daha fazla alt simiflandirmaya
calismistir (Iorio ve ark, 2005). MiRNA ekspresyonlarinin, meme kanseri hiicre
hatlarinda normal meme dokusuna kiyasla ciddi bir sekilde bozuldugu ve azaldig
ve sadece PMC42 hattinin normal bir miRNA profili sergiledigi gbzlemlenmistir
(Git ve ark, 2008). Meme tiimérii biyolojisi ve tedavisinin anahtar1 olan 6strojen
reseptorii (ER) ile miRNA ekspresyonu arasindaki iligki kapsamli bir sekilde
arastirilmigtir. Erken profilleme ¢alismalari, ER-pozitif ve ER-negatif timorler ile
iliskili ¢ok sayida miRNA tanimlamistir (Mattie ve ark, 2006). Belirgin bir sekilde,
miRNA'lar, meme kanseri de dahil olmak {izere bir dizi kanserde genomik
amplifikasyon/delesyon bolgelerinde istatistiksel olarak asir1 temsil edilmektedir
(Calin ve ark, 2004). MiRNA’larin ve mRNA’larin birlikte diizenlenmesi meme
timorii dokularinda gézlemlenmektedir ve bu lokuslarda ortak transkripsiyonel
kontrol oldugu distiniilmektedir  (Blenkiron ve ark, 2007). MiRNA
transkripsiyonunun epigenetik regiilasyonu, meme kanserinde primer meme
tiimorlerinde bilinen diger tiimor baskilayic1 genlerin hipermetilasyonu ile giiclii
bir sekilde iliskili olarak, birkag miRNA promotoriinii hipermetilasyonu ile tarif
edilmistir. Bu da normal olarak islem yapan p53°iin varliginda bile transkripsiyonel

susturma ile sonuglanir (Lehmann ve ark, 2008).
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Meme kanserinin kontroliinde ve aktivitesinde rol oynayan karmasik bir
MIRNA ag1 vardir. Celiskili modelleri ¢6zmek ve meme tiimorlerinde Onemli
mekanizmalarin hangileri oldugunu ayirt etmek icin daha fazla galismaya ihtiyag

duyulmaktadir.

1.4. Rahim Agz1 Kanseri ve MiRNA iligkisi

Rahim agz1 kanseri; meme, kolorektal ve akciger kanserinden sonra diinya
genelinde en sik goriilen dordiincii, kadinlar arasinda ise en yaygin goriilen kanser
tiiriidiir. Servikal kanser olarak da adlandirilan rahim agzi kanserinden dolayi
gerceklesen oOliimlerin sayisi, GLOBOCAN 2020 verilerine gore diinya capinda
yaklasik 342.000’dir. Ayrica yaklagik 604.000 yeni rahim agzi kanseri vakasi
oldugu tahmin edilmektedir (Sung ve ark, 2020). KEAP1/NRF2, PIK3CA ve
E542K/E545K mutasyonlarna sahiptir. En yaygin mutasyonlart P53 ve pRBI1
(Retinablastoma Protein 1)’dir. (Jiang ve ark, 2018). HPV-negatif rahim agzi
kanseri hiicreleri normal rahim agzi dokular ile karsilagtirildiginda, insan
papilloma viriisii (HPV) ile entegre rahim agzi kanseri hiicrelerinde birden fazla
miRNA’nin ekspresyonu degistirdigi gézlemlenmektedir (Wang ve ark, 2009). EkK
olarak normal serviks ile karsilastirildiginda ise, servikal karsinomlarda
degistirilmis miRNA ekspresyon profilleri de bildirilmistir (Lee ve ark, 2008). Tk
rahim agzi1 kanseri miRNA ¢alismasi, 2007 yilinda kanserli dokularda
tanimlanmigtir. O zamandan beri birgok c¢aligma miRNA’larin  hiicre
proliferasyonu, apoptoz, goc ve istilay1 etkileyerek rahim agzi kanserinin
ilerlemesini bildirmistir (Gomez ve ark, 2013). Rahim agz1 kanserlerinin ¢oguna
E6 ve E7 viral kodlu, onkoprotein yoluyla servikal skuamoz epitel hiicrelerinin
normal proliferasyonunu ve farklilagmasini bozan yiiksek riskli HPV ile
enfeksiyonu neden olmaktadir. E6/E7 proteinleri tiimor olusumuna, hiicresel timor
baskilayici proteinler, TP53 ve RB1 ile etkilesim aracilik etmektedir (Shai ve ark,
2007). Yanhs diizenlenmis konakg1 proteinlerin yani sira, E6 ve E7 onkoproteinleri

ayrica miRNA’lar gibi konak¢1 kodlamayan transkriptlerle de etkilesime
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girmektedir (Wang ve ark, 2014). MiRNA profillerinin yakin tarihli bir meta-
analizi, servikal neoplazi vakalarinda ve normal servikal epitel Orneklerinde
yapilmistir. Yapilan analizlerde, servikal neoplazinin farkli evreleri arasinda 42
yukar1 yonde, 21 asagi yonde regiile edilen miRNA’lar tanimlanmistir. Bu
miRNA’larin, kanserin ayirt edici 6zelliklerine katkida bulunan p53, ErbB, MAPK,
mTOR, Notch, TGFB ve Wnt yollarini degisime ugrattig1 gortiilmiistiir (He ve ark,
2016).

Rahim agzi1 kanserindeki en klinik problem tiimorlerin radyoterapiye yanit
vermemesidir. Bu konuda yapilan ¢alismalar, servikal kanser radyorezistansindan
sorumlu mekanizmalarin hala net olarak bilinemedigini gostermistir. Mevcut
veriler bazt miRNA’larin spesifik imzasinin rahim agzi kanseri hiicrelerinin radyo-
direncini destekleyebilecegini gdstermektedir (Zhang ve ark, 2013). Onceki
caligmalardan miRNA’larin birgok fonksiyonel genin diizenleyicileri oldugu
bilinmektedir. MiRNA’lar, fokal adezyon yolunu hedefleyerek kanser hiicresi
goclinii ve istilasin1 engelleyebildigi, tiimor biiyiimesini bozabildigi ve AKT-
mTOR sinyal yolunu diizenleyerek sisplatine kars1 kemo-duyarlilig1 artirabildigi ve
asagl regiilasyonu yoluyla ilerlemeyi baskilayabildigi goriilmektedir (Yamamoto
ve ark, 2013, Li ve ark, 2012). Xiaoxia Hu ve ark. bazi1 miRNA’larin rahim agzi
kanseri gelisimi ve metastazinda Oonemli diizenleyici roller oynayabilecegini ve
potansiyel olarak hastalarin sagkaliminin prognostik gdstergeleri olarak hizmet
ettigini bildirmiglerdir (Hu ve ark, 2010). Bulgular gostermektedir ki, bazi
miRNA’larin yliksek ekspresyonu, Smad7’yi hedefleyerek rahim agzi kanseri
gelisimine katkida bulunmaktadir. Aksine bu miRNA’lar inhibe edildiginde rahim
agz1 kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasi ve canliligi bastirilmaktadir (Zhou ve ark,

2016).
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1.5. Apoptoz ve Kok Hiicre iliskili Genlerin MiRNA iliskisi
1.5.1. P53

Tiumér baskilayict p53, genomun koruyucusu olarak bilinir ve normal
hiicre biiyliimesini koruyan bir transkripsiyon faktoriidiir (Chen ve ark, 2010). P53
geni 17. kromozomun kisa kolunda (p) yerlesmistir (17p13.1) ve 53 kDa
agiriliginda 393 aminoasitlik bir ¢ekirdek fosfoproteini kodlamaktadir (Yukishige
ve ark, 2011). P53 fonksiyonunun bozulmasi siklikla kanserin baslamasina veya
ilerlemesine yol agmaktadir. Insan kanserlerinin yaklasik yaris1, p53 geninde DNA
mutasyonlar1 barindirir ve tiimoérlerin %80'inden fazlasinin, DNA mutasyonlarina
ek olarak farkli mekanizmalar yoluyla p53 fonksiyon kaybina sahip oldugu tahmin
edilmektedir (Vousden ve ark, 2009). P53’lin yaygin bir polimorfizmi, 72. kodonda
gerceklesmektedir. Bu polimorfizmin ya bir prolin ya da bir arjinin bdlgesi igeren
degismis bir proteinle sonuglanmaktadir (Pietsch ve ark, 2006). Bu transkripsiyonel
diizenleyicinin islevinin ortadan kaldirilmasi, daha agresif bir meme ve akciger
kanseri fenotipine, niiks ve 6limlerin %50 oraninda artmasiyla sonuglanmaktadir
(Elledge ve ark, 1998). HPV-pozitif kanser hiicrelerinde ise E6 onko-proteinine
bagli p53 bozulma yolu aktiftir. Bu bozulma yolu kanser hiicrelerinin biiyiimesi ile
sonuglanmaktadir (Hengstermann ve ark, 2001). Serviks kanserli hastalarda
yapilmis bir calismanin sonucuinda 72. kodon arjinin homozigotlugu kanser igin
bir risk faktorii olarak belirtilmistir (Zebhe ve ark, 2001). Son ¢alismalar bazi
miRNA’larin, siklikla timorlerde yiiksek ekspresyon sergileyerek p53°iin negatif
diizenleyicileri oldugunu rapor etmislerdir (Feng ve ark, 2011). Bu miRNA’lar,
p53 mRNA’smin 3°-UTR’sine baglanarak p53 seviyesini ve islevini inhibe
etmektedir (Le ve ark, 2009).

1.5.2. P21
P21, proto-onkogen RAS tarafindan kodlanmaktadir. Apoptoz, DNA hasar
yanit1 ve aktin hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi gibi cesitli hiicresel

programlart diizenleyen ve p53 tarafindan transkripsiyonel olarak yukar regiile
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edilen sikline bagimli kinazlarin bir inhibitoriidiir (Romanov ve ark, 2016). P21,
sitoplazma veya cekirdekteki lokalizasyonuna bagli olarak onkogenik veya timdr
baskilayict olabilmektedir (Huang ve ark, 2014). P53’te oldugu gibi p21°de meme,
akciger ve rahim agzi kanserleri dahil olmak {izere bircok kanserde mutasyona
ugrar ve asagi regiile edilmesi kotii prognoz ile iligkilidir (Marchetti ve ark, 1996,
Elledge ve ark, 1998). P53 kodon 72 ve p2l1 kodon 31’deki polimorfizmlerin,
serviks kanserinin gelisimiyle iligkili oldugu gozlemlenmistir (Jiang ve ark, 2010).
Baz1 miRNA’larin, p21’e 3’UTR yoluyla baglandig1 ve p21 ekspresyonunu asagi

regiile ettigi gézlemlenmistir (Jung ve ark, 2010).

1.5.3. SOX2

SOX2, embriyonik gelisimin diizenlenmesi igin gerekli olan bir
transkripsiyon faktoriidiir. SOX2 ekspresyonunun diizensizligi, cogalma, gé¢ etme,
istila etme ve metastaz yapma kapasitesi gibi kanser hiicresi 6zelliklerini olumlu
yonde etkilemektedir. Kanser kok hiicrelerinde fazla ifade edilmekte onkogenik
Ozellik gosterebilmektedir (Novak ve ark, 2020). SOX2, kii¢iik hiicreli akciger
kanserlerinin %41’inde ve bazal hiicre benzeri meme karsinomlarmin %43’iinde
agirt eksprese edilmektedir (Giire ve ark, 2000). Aynmi sekilde servikal kanser
hiicrelerinde asir1 eksprese edilen SOX2, hiicre proliferasyonunu, klonojenik ve
timorijenik 6zelligini arttirmaktadir. Bu da tiim6r olusumunda onemli bir rol
oynadigimi gostermektedir (Leiphrakpam ve ark, 2017). Translasyonel diizeyde
birkag¢ ¢alisma miR-145, mMiR-126 ve miR-9 gibi miRNA’larin SOX2’yi inhibe
edebilecegini, roliinli ve asag1 akis olaylarini etkileyebilecegini bildirmistir (Liu ve

ark, 2013; Xu ve ark, 2009; Otsubo ve ark, 2011; Jeon ve ark, 2011).

1.5.4. HTERT (insan Telomeraz Ters Transkriptaz)
hTERT, telomer uzunlugunu korumak ve arttirmak icin telomerik DNA’y1
sentezleyen ve hiicrenin Olmesini engelleyen insan telomerazinin Onemli

bilesenlerindendir (Li ve ark, 2017). Insan kanserlerinde onkogen veya timér
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baskilayict  rollerde  bulunabilmektedir. hTERT indiiksiyonu; telomeraz
aktivasyonu ile telomerleri stabilize ederek malign doniisiime katkida bulunur. -
katenin ile etkilesime girerek kanser hiicrelerinde EMT’yi ve kok hiicre benzeri
ozellikleri destekler (Liu ve ark, 2013). Ayrica hiicre proliferasyonunu arttirirken,
anjiyogenez ve metastazi hizlandirir ve kanser hiicrelerinin biiyiimesini tesvik eder
(Saha ve ark, 2017). Marchetti ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, hTERT nin
yiiksek ekspresyonunun akciger, rahim agz1 ve meme kanseri gibi kati tiimorlerde
kotii prognoz ile iligkili oldugu gosterilmistir. Baska bir ¢alismada ise miR-138’in
rahim agz1 kanserinde tiimdr baskilayici olarak hareket edebilecegi ve hTERT yi
hedefleyerek in vitro ve in vivo olarak timor biiylimesini inhibe edebilegi
goriilmiistiir (Zhou ve ark, 2016). Ancak altinda yatan mekanizma hala belirsizdir.
hTERT’in telomer uzatma islevinden bagimsiz olarak yukarida bahsedilen
onkojenik ozelliklerinden dolayr hTERT’i hedeflemek, EMT ve CSC’leri inhibe

edip kanserin ilerlemesini engellemek i¢in tedavi yontemi olabilmektedir.

1.5.5. CD133

CD133, PROMI1 tarafindan kodlanan glikosile edilmis bir transmembran
proteinidir. Kanserin baglamasi, gelismesi ve metastazina ek olarak, kemoterapi
ilaglar1 ve radyasyon dahil olmak tizere terapétik direnci de arttirirlar (Lee ve ark,
2017). Ayrica CD133" hiicrelerinin kendini yenileme, ¢ogalma ve farkli hiicre
tiplerine farklilagsma yetenekleri géz oniine alindiginda kanser kanser kok hiicreleri

(CSC) olduklar1 sdylenebilir (Hemmati ve ark, 2003).
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Sekil 1.3. Kanser metastazini regiile etmek icin CD133’iin aracilik ettigi sinyal
yollart

Yapilan caligmalar, CD133-pozitif CSC benzeri hiicre popiilasyonunun
akciger kanserinde kendi kendini yenileyebildigini ve sinirsiz  sayida
nontlimorijenik hiicre tretebildigini, fakat CD133-negatif kanser hiicrelerinin bu
potansiyelden yoksun oldugunu gézlemlemistir (Eroma ve ark, 2008). Bu da
yiikksek CD133 ekspresyonunun kotii prognozla iliskili oldugunu gostermektedir.
Ayni sekilde rahim agz1 kanserinde CD133’tin, CSC’nin proliferasyonunu
kolaylastirdigi, biyobelirte¢ olarak hizmet ettigi ve tiimor biiyiimesini baslattig
bildirilmistir (Javed ve ark, 2018). Meme kanserinde giderek artan CD133’iin rolii
ilk olarak, invaziv duktal karsinomda yiiksek PROMI1 ekspresyonunun timor
boyutu ve lenf nodu metastazi gibi olumsuz klinik-patolojik faktorlerle pozitif
korelasyon gosterdigi ortaya konulmustur (Liu ve ark, 2009). Bazit miRNA’larin
CD133 fiizerinde belirli inhibitor etkileri vardir ve bu da kanserin baglamasini ve

ilerlemesini durdurmaktadir (Li ve ark, 2017, Zhao ve ark, 2017).
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1.5.6. E-CADHERIN

E-cadherin, tiimor baskilayici bir proteindir ve EMT ile baglantili olarak
silinmesi veya deregiilasyonu, cadherin-cathenin kompleksinin bozulmasi
nedeniyle tiimoriin infiltratif ve metastatik yetenegi ile iligkilidir. Bunun sonucunda
ise hiicre yapismasi kaybi ve hiicre hareketliliginde artis meydana gelmektedir (Na
ve ark, 2020, Christofori ve ark, 1999). Agresif bir meme kanseri paterni, 6zellikle
lenfovaskiiler invazyon ve aksiller lenf diigiimlerinde metastaz ile iligkilidir (Hunt
ve ark, 1997). Akciger ve rahim kanserlerinde de baskilanmis E-cadherin’in
metastaz baslangici ile iliskili oldugu gosterilmistir (Shu ve ark, 2019, Peng ve ark,
2015). Cogu miRNA’lar yukan regiile edildiginde metastaz hizlandirici olarak
hareket ederken, asag1 regiile edildiginde metastaz baskilayic1 olarak islev
gormektedirler (Ma ve ark, 2008). Ayni sekilde fazla eksprese edilen bir miRNA

E-cadherin salgisini azaltmakta ve metastazi hizlandirmaktadir (Tan ve ark, 2010).

1.5.7. SNAIL

SNAIL ailesine ait olan li¢ omurgali iiyesi bulunmaktadir. Bunlara SNAIL
(SNAILT), SLUG (SNAIL2) ve SMUC (SNAIL3) ad1 verilmistir. Tiim aile tiyeleri
cinko parmak tipinin transkripsiyon faktorlerini kodlamaktadir (Nieto ve ark,
2002). SNAIL; metabolik bir yeniden programlama, timor hiicrelerine kanser kok
hiicre benzeri 6zellikler kazandirma, ilag direnci, timdr niiksetmesi ve metastaz
hizlandirma gibi siire¢lerde rol oynamaktadir (Wang ve ark, 2013). Ayrica E-
cadherin ekspresyonunu baskilayarak EMT’yi indiikler (Cano ve ark, 2000). Bu
sebeplerden dolay1 akciger, meme ve rahim agz1 gibi kanserlerde SNAIL’in inhibe
edilmesi kanserin baglamasinin ve istilasinin tedavisi i¢in potansiyel bir terapotik
hedef olabilir (Hung ve ark, 2009, Mani ve ark, 2008, Zhao ve ark, 2013).
MiRNA’lar SNAIL seviyesini, SNAIL ise aynt zamanda miRNA ekspresyon
seviyelerini ~ diizenleyebilir. ~Aralarindaki etkilesim, tiimor biiylimesi ve
metastazinin diizenlenmesinde 6nemli bir olaydir (Skryzpek ve ark, 2020). Ayrica

kanserde SNAIL’e bagli EMT’nin de P53 ve bazi miRNA’lar tarafindan
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diizenlendigi  gosterilmistir. P53 fonksiyonunun  yoklugunda miRNA
seviyelerindeki diislisiin sonucu olarak SNAIL’e baglhi EMT, meme ve akciger

karsinomu hiicrelerinde etkilidir (Kim ve ark, 2011).

1.6. MiR-105-5p

MiR-105 ailesinin iyelerinden olan hsa-miR-105-5p, 22 niikleotid
uzunlugundadir ve Homosapiens’te referans genomunda bulunur. 6 veritabani
(GeneCards, TarBase, miRBase, LncBase, RefSeq ve ENA) verilerine gore; X
kromozomunun p11.3-q22.3 kolunda yer almaktadir. GABRA3(gamaaminobiitirik
asit (GABA) A reseptor alfa 3 alt birimi) geninin intron 1 bdlgesi igerisindedir.
Baslama lokasyonu 152,394,458 ve bitis lokasyonu 152,394,480’dir. Kromozom
sekans;; ACCACAGGAGTCTGAGCATTTGA dir. (Sekil 1.4).

Tracks I mm[m’

Selected locaton (152 302 265 - 152,302 287

152.302 FEﬁz.m 152.362.300
§ NN s Y. L B B

Sequence

Genes <M

Transcripts

C
RNAcentral r (passenger < (human) microRNA miR- 105

k h3a-miR-108-5p

Hsa-Mir-105-P2_S5p (mature (guide))
Sekil 1.4.  hsamiR-105-5p kromozom lokasyonu (Kirmizi: Timin=T, Mavi:
Sitozin=C, Sar1: Guanin=G, Yesil: Adenin=A).

19



1. GIRIS Avylin ORS

1234;557519 1‘:1112]31415151715192021‘;223
Sequence ‘

Query 28736
)

Sekil 1.5. hsamiR-105-5p gen sekans grafigi.

Cizelge 1.1. MIiR-105-5p’nin Akciger, Meme ve Rahimagzi kanserlerinde
dogrudan hedefledigi genler (Veriler miRBase veritabanindan

almmustir).

MiR-105-5P Hedef Genleri

A549 EGFR, ALK, KRAS, PTEN, BNIP2,
BNIP3, BAK1, BCL2L11, BCL2L2

MCF7 TP53, BRIP1, PIK3CA, BARD1,
BRCC3

HelLa TP53, PIK3CA, TGFpl, MAPK,
MAPK14
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Lu J ve ark, kanser teshisinde miRNA profillerinin 6nemini gostermek igin,
boncuk tabanli profil olusturma yontemi gelistirmislerdir. Coklu insan kanserleri de
dahil olmak iizere 334 numunenin 217 memeli MiRNA’larini, iki fliioresan
boyanin degisken karisimlari ile emprenye edilmis karboksilatlt 5 mikron polistiren
boncuklarla birlestirmisler ve PCR ile amplifiye etmislerdir. Boncuklar1 daha sonra
miRNA kimligini ve ekspresyonunu ol¢ebilmek icin akis sitometresi kullanilarak
analiz etmisler bunun sonucunda ise miRNA’larin ¢ogunun (217 miRNA arasindan
129’u) timorli dokularda normal dokulara kiyasla daha diisiik ekspresyon
sevilerine sahip oldugunu gézlemlemislerdir. Ayrica miRNA’lar tlimorleri tek bir
soy icinde bolimlere aywrmistir. Bu deneyler, tek bir geliimsel soy icinde bile,
doniisim mekanizmalarimi yansitan farkli miRNA ekspresyon kaliplarinin
gozlemlenebilecegini ve ayrica miRNA ekspresyon kaliplarinin insan kanserlerinin
gelisim tarihini kodladig fikrini desteklemektedir.

Dong X ve ark, bazt miRNA’larin KHDAK i¢in bir biyobelirte¢ oldugunu
kanitlamak amaciyla mikroarraylar kullanarak miRNA’lar profillemislerdir. 154
primer KHDAK hastasindan ve 146 saglikli dondrden diferansiyel olarak eksprese
edilen miRNA’lari, RNA izolasyonuna tabi tutup kantitatif PCR (qPCR) ile
dogrulamiglardir. Bu analizler, KHDAK hastalar1 ve saglikli dondrler arasinda 40
farkli miRNA’nin secildigini ortaya koymustur. Hastalarin plazma miRNA
diizeylerinin saglikli kontrollere gore anlamli derecede yiiksek oldugu
bulunmustur. ROC analizleri, miRNA’larin hastalar1 saglikli dondrlerden
ayirabilecegini ve olumlu tanisal verimliliklere sahip oldugunu gortermistir.
Calismalar, erken evre KHDAK hastalarimin tanmisi  i¢cin  CEA’nin
birlestirilebilecegini gostermistir. MiRNA’lar, CEA ile birlikte erken evre KHDAK
icin tan1 giliciinii swrasiyla 0.880, 0.877 ve 0.888’e yiikseltebilir. Birlikte ele
alindiginda, miRNA’larin plazmada 6zel olarak bulundugunu ve KHDAK’nin

erken asamasinda dolagima dokiilebilecegini gozlemlemislerdir. Sonug¢ olarak,
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miRNA ekspresyonlarmin  timor olusumunu hizlandirdi ve plazmadaki
miRNA’larin KHDAK hastalarinin erken teshisi i¢in yeni biyobelirtecler olarak
islev gorebilecekleri bulunmustur.

Donnem T ve ark, KHDAK’da anjiyogenez ile ilgili onemli olglide
degistirilmis miRNA’lar1 tanimlamay1 amaclamislar ve 335 KHDAK hastasindan
olusan genis bir kohorttan, hastaliga 6zgii sagkalimi (DSS) kisa olan 10 hasta, uzun
DSS'si olan 10 hasta ve 10 normal kontrolden alinan parafine gémiilii numuneler
analiz etmislerdir. MiRNA’lar, mikrodizi hibridizasyonu ile Sl¢iilmiis ve segilen
miRNA’lari, real time qPCR ile dogrulamislardir. Anjiyogenez dahil olmak {izere
farkli yollarm etkileri, PANTHERden tiiretilen GSEA ile degerlendirilmistir. 128
miRNA, onemli o6l¢iide yukar1 veya asagi regiile edilmistir. Yol analizi,
anjiyogenez ile ilgili miRNA’larin KHDAK’a dahil oldugunu gostermistir. Dizi
hibridizasyonu ve qPCR dogrulama verileri arasinda giigli ve anlamh
korelasyonlar bulunmaktadir. Onemli &lgiide degistirilmis anjiyogenez ile ilgili
yiiksek ilgi ¢eken miRNA’larin, toplam kohortta fibroblast biiyiime faktorii ile
onemli olglide iligkili oldugu ve nodal metastazli alt grupta daha da belirgin
oldugunu bulmuslardir. Birkac¢ anjiyogenez ile iligkili miRNA’nin, KHDAK’da
onemli Olcilide degistigini 6ne siirmiis ancak dogrulayamamislardir.

Zhang J ve ark, yaptiklari arastirmada miR-105-5p seviyesinin, glioma
dokularinda normal beyin dokularindan tutarl bir sekilde diisiik oldugunu ve miR-
105-5p seviyelerinin, timdr derecesi ile negatif korelasyon gosterip SUZ12’yi
hedefledigini tespit etmislerdir. Ayrica miR-105-5p’nin glioma hiicrelerinde hiicre
cogalmasini engelleyerek tiimor baskilayict gen gorevini tstlendiklerini de
gostermislerdir.

Git A ve ark, meme kanseri hiicre hatlarmi ve normal meme dokusunu
kiyaslamis ve meme kanseri hiicrelerinde miRNA ekspresyonunun ciddi sekilde
bozuldugunu ve azaldigin1 géstermislerdir.

Pardini B ve ark, servikal kanserde diizensiz olan miRNA’larin kapsamli

bir degerlendirmesini yapmislardir. Yapilan c¢alismada, asir1 eksprese edilen
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miRNA’larin servikal karsinogenez ile iligkili oldugu bulunmustur. Yaygin olarak
deregiile edilen miRNA’larin ise, erken teshis ve hastaligin ilerlemesi i¢in ve ayrica
serviks kanseri hastalarinda tedavi igin etkili tanisal biyobelirtegler olarak hizmet
edebilecegini gostermislerdir.

Jia Y ve ark yaptigi bir ¢alismada, miR-301’in, meme kanseri
ilerlemesinde CPEB1 proteini araciligiyla SIRT1/SOX2 yolunu diizenledigini
gostermiglerdir. Sonuclar, SIRT1 ve SOX2’nin meme kanseri dokularinda yiiksek
oranda eksprese edildigini ortaya koymustur. Elde edilen sonuglar, miR-301
ekspresyonunun artmasinin CPEB1 eksperesyonunu azalttifini ancak SIRT1 ve
SOX2 ekspresyonunun arttigini, buna karsin miR-301 ekspresyonunun inhibe
edilmesi durumunda tiimorlerde zit egilimlere yol agtigini gostermislerdir.
CPEBl’in diisiik ekspresyonunun, meme kanseri hiicrelerinde istila, go¢ ve
proliferasyon yetenegini arttirmak, hiicre dongiisii ilerlemesini tesvik etmek ve
apoptozu inhibe etmek i¢in SIRT1/SOX2 yolunu aktive etti§i ve in vivo meme
kanseri hiicrelerinin tliimdrijenitesini tesvik ettigi sonucuna varmislardir. Bu
bulgular miR-301’in meme kanseri ilerlemesini arttiran onkomiR gorevi
gorebilecegini ileri siirmiistiir. Kiimiilatif olarak, bu ¢alismanin ana bulgulari miR-
301'in CPEBI1 ekspresyonunu inhibe ettigini ve bunun da meme kanseri
ilerlemesini arttirmak i¢in SIRT1/SOX2'yi yukari regiile ettigini géstermistir.

Chhabra R, epidermal biiylime faktoriiniin (EGF), SOX2’yi indiikleyerek
rahim agzi kanserinde CSC olusumunu tegvik ettigini, bazi miRNA’larinda
SOX2’yi inhibe ederek EGF yolunu etkisiz hale getirdigini ve boylelikle CSC

popiilasyonunu azalttigini yaptigi bir calismada gostermistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Cihazlar

Cizelge 3.1. Kullanilan cihazlar ve markalar

Western Blotting cihazlari

Bio-Rad Vertical Powerpac Basic Power
Supply, (Cat. No: 1645050) (USA)
iBright™ CL1500 Imaging System (Cat.
No: A44114)

Quantus  Floumeter (RNA miktar

Ol¢lim cihazi)

Promega (TM396) (USA)

Termal 1s1l dongiileyici (Thermal

cycler)

Applied Biosystems (Model no:9902)
(Singapur)

Mikroplaka okuyucu

Biochrom (Seri n0:134560) (USA)

Isitic1

VWR (Seri No: 060111007) (USA)

Buz cihazi IMS-50 (H01330) (EV)

Spin Isolab (MCZ000433) (Almanya)

+4 dolab1 Ugur (USS 374 DTKLY) (Tiirkiye)

-80 dolab1 New Brunswick (Eppendorf) (U410 HEF)

(UK)

Deepfreez (-20)

BOSCH (GSD1140NE) (Almanya)

pH metre

Az" 86555 (Tayvan)

Mikropipetler

Eppendorf (Almanya), Thermo Scientific
(USA)

Hassas terazi

NECKLIFE, FLY-2004 (FA2004) (Cin)

Manyetik karistirici Thermomac (Model No:TM12) (Japonya)

Mikroskop Olympus (CKX53) (Tokyo)

Vorteks IKA (Seri N0:0003340000) (Almanya)

Hiicre kabini Tezsan (Seri N0:0624-1102) (Tiirkiye)

Deney tiipleri Eppendorf (Almanya)

Su banyosu Thermo (WB15 (Seri N0:201910103443) )
(USA)

Inkiibator RWD (D180) (Cin)

Santrifiij Beckman (Allegra), 21R Centrifuge (USA)
(Cat n0:367571) (Almanya)

Real time PCR Thermal cycler(Applied Biosystem, Seri

no:7500) (USA)

Non-Steril inkiibator (Etiiv)

Niive (EN 500)
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3.1.2. Hiicre Hatlar1

Insan kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (KDAK) hiicre dizileri A549,
Gaziantep Universitesi’nden alinmistir. ATCC verilerine gére, Ras mutasyonu
mevcuttur ve kromozom numarast mod 66 (%24), mod 64 (%22)’diir. 58 yasinda
beyaz bir erkekten alinmistir. Meme kanseri hiicre dizileri olan MCF7, Prof. Dr.
M.Bertan Yilmaz tarafindan temin edilmistir. Siklikla BRCA1 ve BRCA2
mutasyonuna sahip olan MCF7 hiicre hattinin kromozom numarasi mod 82’dir ve
69 yasindaki beyaz bir kadindan alinmistir. Rahim agzi kanseri hiicre dizisi HeLa
ise Yozgat Universitesi’nden temin edilmistir. P53 ve pRB mutasyonuna
rastlanmaktadir ve kromozom numarast mod 82’dir. ilk olarak 1951 yilinda 31

yasindaki Afrikali bir kadindan alinmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Hiicre Kiiltiirii
3.2.1.1. Ortam hazirlama

500 ml saf DMEM (Gibco™, Cat no: 41966) icerisine %0,1 antibiyotik
(HyClone™, Cat no: SV30079.01) ve %10 FBS (Fetal Bovine Serum)
(HyClone™, Cat no: SV30160.03) eklenerek pipetajlama yontemiyle homojen
olarak dagilmasi saglanir. Hazirlanan stok ¢ozelti daha sonra kullanilmak tizere

+4°C’de saklanir.

3.2.1.2. Ortam degisimi

Kiiltire alman hiicreler mikroskop altinda incelenir ve eski ortam serolojik
pipet yardimiyla cekilip PBS (Phosphate buffered saline) (HyClone™, Cat no:
SH30256.02) ile yikanir. Daha sonra Onceden hazirlanan DMEM  stok
¢ozeltisinden, hiicrenin igerisinde bulundugu plate biiyiikliigiine oranla bir miktar

eklenerek 37°C ve 0,5 C,0 i¢eren inkiibatore kaldirilir.
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3.2.1.3. Hiicre kaldirma ve split

Plate icerisine yapismis halde bulunan kanser hiicrelerini kaldirmak i¢in
oncelikle eski ortamu gekilip PBS ile yikanir. igerisine tripsin (Gibco™, Cat no:
25200072) eklenip hiicre baglantilarinin kesilmesi i¢in bir siire inkiibasyon
igerisinde bekletilir. Mikroskop altinda incelenen hiicrelere eklenen tripsinin 4 kati
kadar DMEM eklenir. Yapilacak deney planina gore hiicreler farkli plateler

icerisine boliiniir.

3.2.1.4. Transfeksiyon

Transfeksiyon asamasinda Lipofectamin 3000 kiti (Invitrogen™, Cat no:
2341049) kullanilmistir. Deneye baglamadan 6nce kit igerisinde bulunan miR-105-
5p primerleri (hsa-miR-105 mimic, Ambion™, Cat no: 4464066/hsa-miR-105
inhibitér, Ambion™, Cat no: 4464084/hsa-miR-105 negatif kontrol, Ambion™,
Cat no: AM17010) 5 nmole gore sulandirilir. (Kullanilan mimic ve inhibitor
sekanslar: 5’-UCAAAUGCUCAGACUCCUGUGGU-3"). Transfeksiyondan 24
saat sonra diger deneylerin yapilabilmesi i¢in hiicrelere split yapilmistir. Daha
sonra split yapilan hiicreler mikroskopta gozlemlenir ve eger %70-90 yogunluga
ulastiysa deneye baslanir. Oncelikle 6 adet 1,5 ml’lik ependorf tiipleri etiketlenir.
Daha sonra ilk ii¢ tiipe 125 pl Optimem® 1x Reduced Serum Medium (Gibco™,
Cat no: 31985) ve 5 pl lipofektamin eklenip 1 kere pipetaj yapilir. Diger 3 tiipe ayri
ayr1 125 pl optimem eklenip 4.tiipe i¢in 3 pl mimic, 5.tiipe 3 pl inhibitdr ve 6.tlipe
3 pl negatif kontrol eklenir. 1.grup ve 2.grup kendi aralarinda birlestirilerek 10-15
dakika inkiibasyon i¢in bekletilirler. Daha sonra igerisinde kanser hiicresi bulunan
3 cm’lik platelere aktarilirlar (Sekil 3.1). Plateler 37°C ve 0,5 C,0 igeren inkiibatdr

icerisinde bekletilir.
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vVVvVV e

125 pl optimem 125 pl optimem 125 pl optimem = =
5 pl lipofektamin 5 pl lipofektamin 5 i lipofektamin INHIBI1
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125 pl optimem 125 pl optimem 125 pl optimem
3 pl mimic 3 pl inhibitar 3 pl negatif kontrol

Sekil 3.1. Hiicrelere transfeksiyon uygulamasi. (Tiiplere mimic, miR-105-5p’nin
ekspresyonunu arttirmak amaciyla, inhibitér ise ekspresyonunu
azaltmak amaciyla eklenmistir.)

3.2.1.5. Proliferasyon

Plate igerisine yapigsmis halde bulunan hiicrelere kaldirma islemi uygulanir.
Hiicre siispansiyonundan thoma laminin her iki kismina 10 pl eklenip mikroskop
altinda sayimi yapilir. Proliferasyon i¢in 96’lik well plate icerisine ekilecek
hiicrelerin kuyucuk basina diismesi istenen hiicre sayisi baz alinarak hesaplamalari
yapilir ve hiicre siispansiyonundan ne kadar alinacagi bulunur. Her bir kuyucuga
300 hiicre diisecek sekilde hazirlanan hiicre slispansiyonu well plate kuyucuklarina
4’lii tekrarlar halinde paylagtirilir. Daha sonra hiicrelerin artig oranlarma bakmak
icin 0 saat, 24 saat, 48 saat ve 72 saat sonraki durumlar1 gézlemlenir. Okutma
isleminin yapilabilmesi icin hiicrelerin eski ortami ¢ekilip 50ul izopropanol
(Merck, Cat no: 67-63-0) ile 15 dakika bekletilen hiicrelerin, mikroplaka
okuyucusu ile 570 nm’de absorbans degerleri Ol¢iilir ve excel programina

kaydedilir. Daha sonra GraphPad Prism 9 programu ile grafik degerleri olusturulur.

3.2.1.6. Koloni formasyon deneyi
Oncelikle split yapilan hiicrelere kaldirma islemi uygulanir ve her bir
kuyucuga diismesini istedigimiz hiicre sayisina ulasabilmek igin thoma lami ile

hiicre sayimi1 yapilir. Thoma laminin her iki kismina 10 ul hiicre siispansiyonu
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eklenip mikroskop altinda sayimi yapilir. 1.gruba 300 hiicre diisiirebilmek
amaciyla A549 igin; 700 pl, MCF7 i¢in; 100 pul ve HeLa ig¢in; 30 pl hiicre
siispansiyonu eklenir. 2.gruba ise 500 hiicre diisiirebilmek amaciyla A549 igin;
1,200 pl, MCF7 igin; 300 ul ve HeLa igin; 60 ul hiicre stispansiyonu eklenir.
Eklenen hiicre siispansiyonu miktar1 thoma lami ile sayilan 1 mm igerisinde
bulunan hiicrelerin ortalamalarmin 10* ile ¢arpilmasiyla elde edilir. Ayrica her
hiicrenin ¢ogalma hizlar1 farkli olmasindan dolayr degisik miktarlar
¢ikabilmektedir. Daha sonra bu miktarlar her bir kuyucuk i¢in 3 ml olacak sekilde

DMEM kullanilarak tamamlanir. Hazirlanan mix 6’lik well plate igerisine aktarilir.

i

2,
%
ES
]
T

1
I |

11

Sekil 3.2. Thoma lami1 ve mikroskop goriintiisii

2 hafta boyunca 37°C ve 0,5 C,0 igeren inkiibatorde bekletilir. Bu siire
icerisinde ortam degisimleri yapilir ve koloni olusturma o6zelligine bakilir. 2
haftanin sonunda hiicreler metilen blue (Merck, Cat no: 61-73-4) ile boyanir ve

fotograflanir.

3.2.2. PCR
3.2.2.1. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu, Trizol Direct Zol™ RNA minipres plus (ZYMO
Research Cat no: TR118) kiti kullanilmustur.
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Homojenizasyon asamasi; 10’luk platelere split yapilan hiicreler istenen
yogunluga ulagtiginda platedeki eski ortam c¢ekilir ve hiicreler PBS ile yikanir. 1 ml
trizol eklenen hiicreler hiicre kaziyict yardimiyla kaziyarak parcalanir ve elde
edilen hiicre lizat1 niikleaz free eppendorf tiipe alimir. Niikleoprotein
komplekslerinin tam olarak ayrismast i¢in homojenlestirilmis Ornek oda
sicakliginda 5 dakika inkiibe edilir. Ardindan +4°C’de 10 dakika 12.000 RCF’de
santrifiijlenir. Elde edilen siipernatant yeni bir tiipe alinir.

Faz ayrimi asamasi; Siipernatanta 60 ul kloroform (Riedel-de haén, Cat no:
24216) eklenir. 15 saniye vortekslendikten sonra 2-3 dakika inkiibe edilir. Tiip
+4°C’de 15 dakika 12.000 RCF’de santrifiijlenir. Santrifiijden sonra olusan 3 faz
icerisinden en iistteki RNA fazi ayr bir tlipe alinir.

RNA c¢oktiirme basamagi; Alinan RNA fazina 150 pl izopropanol eklenip 10 dk
oda sicakliginda inkiibe edilir. +4°C’de 10 dk 12.000 RCF’de santrifiijlenir.

RNA yikama basamag; Sitpernatant atilip pelete 300 pl ethanol eklenip
vortekslenir. 7,500 RCF’de +4°C’de 5 dk santrifiijlenir. Yikama islemi bir kez daha
tekrarlanir. Ethanol uzaklagtirilir,

RNA resiispansiyonu basamagi; RNA, 30-40 pul niikleaz free su ile birkag kez

pipetajlanarak ¢6ziiniir. RNA daha sonra kullanilmak i¢in -80’e kaldirilir.

3.2.2.2. RNA Ol¢iimii

Olgiim igin dncelikle her tiip basina 200 pl olacak sekilde mix hazirlanir.
Mix igerisine QuanFluor RNA sample kit (Promega™, Cat no: E3311) igerisinde
bulunan RNA Dye, total hacim/400, TE Buffer ise total hacim/20 olacak sekilde
seyreltililerek eklenir. Daha sonra her tip hacmi 200 pl’ye tamamlanana kadar
niikleaz free su eklenir. Bir onceki asamada izolasyonu yapilan RNA’lar dl¢iime
alinmadan 6nce 1’e 5 oraninda distile su ile seyreltilir. Olgiim tiiplerine mix ve 1 ul

RNA eklenerek dl¢tim yapilir. Cikan sonuglar 5 ile carpilir.
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3.2.2.3. cDNA sentezi

Hesaplama: Olgiim sonucunda 1 pl icerisinde bulunan RNA miktarlar1 baz
almarak ng hesabi1 yapilir ve ka¢ ul RNA alinacagina karar verilir.

Ependorf tiip igerisinde RNA + niikleaz free su + PCR mixi = 20 pl olmalidir.

PCR mixi hazirlama: Ayn bir ependorfta mix hazirlanir. Kit (Abm OneScript®,
Cat no: G236) igerisinde bulunan Random, dNTP ve RTaz her 6rnek igin 1 pl, 5x
buffer 4 ul ve RTaz inhibitor 0,25 pl eklenir. (Toplamda 7,25 pl)

PCR mixi miktar1 total hacimden (20 pl) ¢ikarilir. 20 pl — 7,25 pul = 12,75 ul
Hesaplama basamaginda izole edilen RNA miktarindan 12,75 pl c¢ikarilir ve
niikleaz free su miktar1 bulunur.

PCR tiiplerine niikleaz free su, PCR mixi ve RNA eklenip pipetajlama yapilir.
Tiipler PCR cihazina ytiklenir. (10 dakika 25°C, 60 dakika 50°C ve 5 dakika 85°C
toplamda 1 saat 15 dakika)

3.2.2.4. Real time PCR

Cizelge 3.2. PCR tiipii 6rnek hazirlama

GENLER ORNEKLER ETIKETLEME
) A1-A2-A3-A4-A5-AB-
1)18S A)NEGATIF KONTROL
A7-A8
o B1-B2-B3-B4-B5-B6-
2)P21 B)MIMIC
B7-B8
e C1-C2-C3-C4-C5-C6-
3)SNAIL C)INHIBITOR
C7-C8
4)SOX2
5)P53
6)CD133
7)HTERT

8)E-CADHERIN
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Cizelge 3.3. Kit miktarlar

PCR RealQ Plus 2x

Master Mix Green

(Ampligon  Cat  no: 1X 35X
A324402)

Primer F 0,5 ul 1,75 ul
Primer R 0,5 ul 1,75 ul
H,O 9,2 ul 18,7 ul
Cdna 1 ul 3,5ul
SYBR mix 10 ul 35ul

8 gen x 3 6rnek x 3 tekrar = 72 kuyucuk
Ornekler, genler ve kit PCR tiiplerine eklendikten sonra her bir tiip 96°lik
well plate icerisindeki kuyucuklara aktarilir. cDNA’lar eklenmeden 6nce 5 ng’a

gore seyreltme yapilir.

Cizelge 3.4. Calistirma sicakligi (40 dongii)

95° C 10 dk
95°C 15sn
60° C 30sn
95° C 30 sn
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Cizelge 3.5. Kullanilan genlerin sekanslari, katalog numaralar1 ve markalari

GENLER | SEKANSLAR KAT NO VE
MARKA
18S forward: 5°>-CTTAGAGGGACAAGTGGCG-3’ Cat no: 200420126
Sentebiolab
rewerse: 5°-ACGCTGAGCCAGTCAGTGTA-3’ Cat no: 200420127
Sentebiolab
P21 forward: 5°>-CCCGTGAGCGATGGAACT-3’ Cat no: HO00038602
Macrogen
rewerse: 5°-CGAGGCACAAGGGTACAAGA-3’ Cat no: HO00038602
Macrogen
Snail forward: 5°>-GCGATGCCCAGTCTAGAAA-3’ Cat no: 0G190114247
Macrogen
rewerse: 5°-GGTAATGTGTGGGTCCGAATA-3’ Cat no: 0G190114247
Macrogen
SOX2 forward: 5°>-GGAGAGTAAGAAACAGCATG-3’ Cat no: 191221128
Sentebiolab
rewerse: 5’-GTGGATGGGATTGGTGTTCT-3’ Cat no: 191221129
Sentebiolab
P53 forward: 5°>-AGGGATGTTTGGGAGATGTAAG-3’ Macrogen
rewerse: 5°-CCTGGTTAGTACGGTGAAGTC-3’ Macrogen
CD133 forward: 5°>-CACTACCAAGGACAAGGCGT-3’ Cat no: 191221122
Sentebiolab
rewerse: 5’>-TCCTTGATCGCTGTTGCCAT-3’ Cat no: 191221123
Sentebiolab
hTERT forward: 5°>-CCCATTTCATCAGCAAGTTTGG-3’ Cat no: HO00038602
Macrogen
rewerse: 5°-CTTGGCTTTCAGGATGGAGTAG-3’ Cat no: HO00038602
Macrogen
E-cadherin | forward: 5’>-GTCATTGAGCCTGGCAATTTAG-3’ Cat no: 0G190114247
Macrogen
rewerse: 5’-GTTGAGACTCCTCCATTCCTTC-3’ Cat no: 0G190114247

Macrogen

3.2.3. Western Blotting

3.2.3.1. Protein izolasyonu

Protein izolasyonu yapilacak 6 cm’lik plate igerisinde bulunan hiicrelerin

eski ortamu g¢ekilerek soguk 1x non-streril PBS (Thermo Scientific Cat no: 28348)
ile yikanir. Daha sonra 150 pl Ripa buffer (Thermo Scientific, Cat no: 89901) ve

1,5 pl proteaz inhibitor kokteyl (Thermo Scientific, Cat no: 78441) karistirilarak

hiicrelere verilir. Hiicreler hiicre kaziyicist yardimiyla kazinip elde edilen hiicre

lizat1 buz iizerinde 30 dakika inkiibe edilir. Tiip +4°C’de maksimum devirde 20
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dakika santrifiijlenir. Sonrasinda igerisinde protein bulunan siipernatant ayri bir
ependorf tiipe alinir ve protein 1/5 oraninda diliie edilir. Kalan protein {izerine 150
pl 5x lamelli buffer eklenip proteinlerin denatiire olmasi i¢in 1sitilir. Proteinler -

20’de saklanir.

3.2.3.2. BCA

Proteinlerin konsantrasyonlar1 karsilastirabilmemiz icin bildigimiz ve seri
diliisyon yontemiyle diliie edilmis albiimin proteini kullanilir (2000 pg/ml, 1000
pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 ug/ml, 31,25 ug/ml ve 0 pg/ml).
Farkli standartlarda olan 8 ayri alblimin proteini ve transfekte hiicrelerden elde
edilen proteinler 96’lik well plateye 10 pl ve 2 drnek olacak sekilde yiiklenir. Her
bir kuyucuga 100 pl working buffer eklenir (Thermo Scientific, Reagent A Cat no:
23228, Reagent B Cat no: 1859078) ve plate 37 °C’de 30-40 dakika etiivde
bekletilerek inkiibe edilir. Inkiibasyonun ardindan mikroplaka okuyucu ile 562

nm’de MTT uygulanir.

3.2.3.3. Proteinleri jelde yiiriitme

Cozelti hazirlama:

Amonyum persiilfat (APS): 100 mg APS (Amonyum Persiilfat) (Sigma
Aldrich, Cat no: 101887601) tartilarak 1 ml distile suda ¢6ziiniir. Taze hazirlanir.

AKrilamit stok ¢ozeltisi: 30 g Akrilamit (Merck, Cat no: S6360030) ve 1
g Bisakrilamit (Amresco Cat no: 2296B032) tartilarak 100 ml’ye tamamlanir.
Cozelti +4 derecede saklanir.

Tris tampon ¢ozelti: Konsantrasyon jeli igin %0,2 SDS (Sodyum dodesil
stilfat) (J.T. Baker, Cat no: 151213) igeren 0,25 M Tris (pH: 6,8) (Thermo
Scientific, Cat no: 77861) ve ayirma jeli i¢in %0,2 SDS igeren 0,75 M Tris (pH:

8,8) hazirlanarak +4 derecede saklanir.
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Buffer hazirlama:

Transfer buffer: 9.085 g Tris-baz (Sigma Aldrich, Cat no: 1003318131),
42.79 g glisin (Biorad, Cat no: BL2110001) tartilarak %20 metanol (3 L igin 600
ml metanol) igerisinde ¢dzdiiriiliir. Daha sonra %0,1 (3 g) SDS eklenir. Cozelti 2 L
saf su ile tamamlanir ve konsantre HCI1 (Biorad, Cat no:?) ile pH: 8,3’¢ ayarlanir.
Cozelti 3 L’ye saf su ile tamamlanir. Oda sicakliginda saklanir.

Running buffer: 9,085 g Tris-baz, 42,79 g glisin ve %0,1 (3 g) SDS
tartilarak 2 L saf suda ¢ozdiiriiliir. Konsantre HCI ile pH: 8,3’e ayarlanir. Cozelti 3
L’ye saf su ile tamamlanir. Oda sicakliginda saklanir.

Jel hazirlama:

Alt jel (%10-12): 32 pl APS (%10), 4.1 ml H20, 3.3 ml akrilamit stok
cozeltisi, 2.5 ml tris-HCI (1.5 M pH: 8.8), 100 ul %10 SDS ve 10 ul TEMED
karistirilir.

Ust jel (%4): 6.1 ml H20, 1.3 ml akrilamit stok ¢ozeltisi, 2.5 ml tris-HCI
(0.5 M pH: 6.8), 100 ul %10 SDS, 10 ul TEMED ve 100 pl APS (%10) karigtirilir.

Protein yiikleme ve jelde yiiriitme

Alt jel kasetin arasima mikropipet yardimiyla dokdiliir ve iizerine bir miktar
izopropanol eklenir. Polimerlesme i¢in 5-10 dakika beklenir. Polimerlesmeden
sonra izopropanol ¢ekilip atilir. Daha sonra iist jelde dokiiliir ve tarak yerlestirilir.
Ust jelin de polimerlesmesi igin beklenir. Kaset + ve — kutuplar1 gdz &niinde
bulundurularak tanka yerlestirilir. Tank running buffer ile doldurulur. Tarak
kasetten gikarilir. Protein markeri 10 ul yiiklenir. Protein izolasyonu sirasinda elde
edilen proteinler konsantrasyonlarina gore (50pg) hesaplanip yiiklemesi yapilir.
Gili¢ kaynagiyla tank arasindaki baglanti saglandiktan sonra giic kaynagi 120 volt
40 dakikaya ayarlanip yiirlitme baslatilir.

3.2.3.4. Transfer
Yiriitme bittikten sonra kaset arasindan el degmeden jel ¢ikarilir ve st jel

uzaklagtirilir. PVDF membran jelin boyutuna gore kesilir lizerine jel yerlestirilip
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bir kap igerisinde metanol ile 2-3 dakika bekletilir. Metanol uzaklastirilir.
Membrana bir miktar transfer buffer eklenip 10-20 dakika Kkaristiricida
calkalanarak yikama iglemi yapilir. Genis bir kaba transfer buffer eklenir ve kaset
aparatlari, stingerler ve 2 filtre kagidi bu buffer ile islatilir. Transfer buffer
icerisinde kirmizi aparatin iizerine 1slatilan silinger iizerine filtre kagidi onun da
iizerine PVDF membran ve jel yerlestirilir. Jelin iizerine filtre kagidi ve siinger,
stingerin {izerine de en son siyah aparat yerlestirilerek sandvi¢ modeli tamamlanir.
Hava kabarciklarini yok etmek igin hafifce rolling yapilir. Sandvi¢ modeli
membran kirmizi tarafa jel ise siyah tarafa yakin olacak sekilde tanka yerlestirilir.
Tank maximum noktaya kadar transfer bufter ile doldurulur ve gii¢c kaynag ile tank
arasindaki baglant1 yapilir. Gii¢ kaynagi 400 mA ve 50 dakika protokoliine gore

ayarlanip transfer baslatilir.

3.2.3.5. Blotlama ve goriintiileme
Blotlama

%35°lik siit tozu (Serva, Cat no: 42590) soliisyonu hazirlanir (her bir antikor
icin 10 ml). Jel transfer agsamasinda PVDF membrana transfer olur. Membran
protein agirhiginin bandina gore enine kesilir. Kesilen 2 membran ayri kiigiik
kaplara alinip iizerilerine membrani gegecek sekilde running buffer eklenip 5
dakika karistiricida g¢alkalanmasi saglanir. 5 dakikanin sonunda running buffer
uzaklastirilir. Membranlara 10’ar ml siit tozu eklenip karigtiricida 1 saat karigmast
saglanir. Ardindan siit tozu soliisyonu bosaltilip 3 kez 5 dakika running buffer ile

calkalanir.

Primer antikor soliisyonu hazirlama
1. 10 ml siit tozuna 5 pl B aktin primer (43 kDa) (Cell signalling- 3700S)
antikoru eklenir.
2. 10 ml siit tozuna 10 pl Snail (slug) (30 kDa) (Cell signaling- C19G7)

primer antikoru eklenir.
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35 kDa distiine 2.soliisyon eklenir. 35 kDa altinda kalan membrana
1.soliisyon eklenir. Membranlar 1 saat karistiricida karistirilir. Ardindan 3 kez 5

dakika running buffer ile yikanir.

Sekonder antikor soliisyonu hazirlama
1. 10 ml siit tozuna 5 pl B aktin Mouse HRP sekonder antikoru eklenir.
2. 10 ml siit tozuna 5 pl Snail (Slug) Rabbit HRP sekonder antikoru eklenir.
35 kDa tizerine 2.soliisyon eklenir. 35 kDa altinda kalan membrana 1.soliisyon
eklenir.

Membranlar 1 saat karistiricida karigtirilir. Ardindan 3 kez 5 dakika
running buffer ile yikanir. Membran boyutuna gore seffaf dosya kesilir ve cimbiz
yardimiyla seffaf dosya icerisine almir. Membrana TBM soliisyonu eklenir 15-30
dakika karanlik ortamda bekletilip su ile yikanir. Bantlar goriintir hale gelir.

Membranlar running buffer igerisinde +4°C’de saklanir.

37



3. MATERYAL VE YONTEM Aylin ORS

38



4. BULGULAR VE TARTISMA Aylin ORS

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular
4.1.1. MiRNA  Transfeksiyonu Yapilan Hiicrelerdeki  Proliferasyon
Degisimlerinin Gozlemlenmesi

Arastirmanin  bu asamasinda miR-105-5p’nin onkogenik veya timor
baskilayic1 ozelliklerine bakilmak amaciyla farkli kosullar altinda hiicre artis
hizlarma bakilmig ve miR-105-5p, her ii¢ hiicre hattinda da proliferasyonu
baskilayarak tiimor baskilayici olarak gorev almigtir. MiR-105-5p ekspresyonu
indiiklendiginde (mimic) kanserli hiicrelerin artig hiz1 azalmakta, susturuldugunda

(inhibitor) ise anlamli olarak artmaktadir (Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3).

A549

2.5

-o- negatif kontrol
o miR-105-5p (+)
e miR-105-5p (-)

Oransal Fark

T T T
0 24 48 72

Saat
Sekil 4.1. A549 hiicrelerinin farkli kosullar altindaki artis hizlari.
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MCF7
2.5 .
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0 24 48 72

Saat
Sekil 4.2. MCF7 hiicrelerinin farkli kosullar altindaki artis hizlari.

HelLa
2.5 :
-~ negatif kontrol
x 2.0 -0~ mMiR-105-5p (+)
© o miR-105-5p (-
L 4.5- P
©
7]
c 10
©
—
O 0.5
| 1 |
0 24 48 72

Saat

Sekil 4.3. HeLa hiicrelerinin farkli kosullar altindaki artis hizlari.
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4.1.2. Koloniformasyon  Sonucunda  Hiicrelerin  Koloni  Olusturma
Ozelliklerinin Incelenmesi

Ekspresyonu arttirilan ve inhibe edilen miR-105-5p’nin, MCF7, A549 ve
HeLa hiicrelerinin koloni olusturma &zelliklerine olan etkilerine bakmak amaciyla
koloniformasyon diizenegi kurulmustur. Olusan kolonileri ve GraphPad 9 programi
ile ¢izilen grafikten yola c¢ikilarak, deney sonucunun diger bulgular ile paralel
oldugu goriilmiistiir. MiR-105-5p ekspresyonu arttirildiginda her ii¢ hiicre hattinda
da hiicrelerin ¢ogalma hiz1 ile dogru orantili olarak koloni olusumunun baskilandigi
goriilmiistiir. MiR-105-5p’nin ekspresyonu azaltiginda, eksprese edilmesine kiyasla
her ii¢ hiicre hattinda da koloni olusumunun arttig1 gorilmiistiir (Sekil 4.4, Sekil

4.5, Sekil 4.6).

Negatif kontrol miR-105-6p (+) miR-105-5p (-) A549
T TooL oL 20-
; - 300
m 500
o 144
c
: :
§ £
Negatfiontol  mRAGAD()  mRA05Sp g
B 12001 12001 12001 E 0.54
Kosullar
1] T
Y é Y -'o(
& & &
4 A=Y R
s 9

Sekil 4.4.  A549 koloniformasyon plate ve grafik goriintiileri (Baslangigta A
grubuna 300 hiicre (700 pL), B grubuna 500 hiicre (1200 pL)

eklenmistir).
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MCF7
Negatif kontrol miR-105-5p (+) miR-105-5p (-)
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Sekil 4.5. MCF7 koloniformasyon plate ve grafik goriintiileri (Baslangigta A
grubuna 300 hiicre (100 pL), B grubuna 500 hiicre (300 pL)

eklenmigtir).
Negatif kontrol miR-1055p (+) miR-1055p (-) Hela
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Sekil 4.6. HeLa koloniformasyon plate ve grafik goriintilleri (Baslangigta A
grubuna 300 hiicre (30 uL), B grubuna 500 hiicre (60 pL) eklenmistir).
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4.1.3. RNA izolasyonu Sonrasinda Elde Edilen RNA Miktarlar

Cizelge 4.1. Transfeksiyonlu A549 hiicrelerinin RNA miktar1 dl¢timleri.

KOSULLAR OLCUM SONUCLARI
A549 negatif kontrol 178 ng/pul
A549 mimic 142 ng/ul
A549 inhibitor 165 ng/pul

Cizelge 4.2. Transfeksiyonlu MCF7 hiicrelerinin RNA miktar1 dl¢timleri.

KOSULLAR OLCUM SONUCLARI
MCF7 negatif kontrol 212 ng/ul
MCF7 mimic 342 ng/ul
MCF7 inhibitor 47,2 ng/ul

Cizelge 4.3. Transfeksiyonlu HeLa hiicrelerinin RNA miktari 6l¢timleri.

KOSULLAR OLCUM SONUCLARI
HelLa negatif kontrol 441 ng/ul
HelLa mimic 453 ng/ul
HeLa inhibitor 531 ng/ul

4.1.4. PCR Bulgulari

MiR-105-5p ekspresyonunun arttirildigi ve azaltildigi hiicrelere, RT-PCR
yapilarak apoptoz ile iligkili genlerle iligkisine bakilmigtir.

A549 ve MCF7 hiicre hatlarinda P53 geni mimic kosulunda eksprese
edilmis ve inhibitér kosulunda baskilanmistir. Fakat HelLa hiicre hattinda az bir

farkla da olsa inhibitor kosulunda daha fazla eksprese edilmistir (Sekil 4.7).
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A549
4
3..
£
8, .
®
X
1..
Otsnnneusravmmununninnns
mimic inhibitor

MCF7

- 53

mimic inhibitor

Hela
e
m P53
3.
£
8y
-
\]
X
1.
|18 ST
mimic inhibitor

Sekil 4.7. MiR105-5p ekspresyonu arttirilan ve azaltilan hiicrelerde P53 geninin
MRNA ekspresyon seviyeleri.

P21 geni ise, mimic kosullu A549 ve HeLa hiicre hatlarinda inhibe edilirken,

inhibitér kosulunda eksprese edilmistir. Bu durum MCF7 hiicre hattinda tam tersi

bir sekilde gerceklesmistir. P21, MCF7 hiicre hattinda mimic kosulunda yukari

yonde inhibitér kosulunda asagi yonde regiile olmustur (Sekil 4.8).

AS49

~ < .
1 1 1

Kat fark

—_
1

mimic inhibitor

HeLa

m 2

Kat fark:

mimic inhibitor
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i
1

MCF7

m P2

mimic inhibitor

Sekil 4.8. MiR-105-5p ekspresyonu arttirilan ve azaltilan hiicrelerde P21 geninin
MRNA ekspresyon seviyeleri.
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SOX2 geni, miR-105-5p ekspresyonunun arttigi ve azaldigr A549 hiicre hattinda
herhangi bir degisiklik gostermemistir. Fakat MCF7 hiicresinde mimic kosulunda
asagl yonde, inhibitér kosulunda ise yukar1 yonde regiile olmustur. HeLa

hiicrelerinde ise mimic kosulunda, inhibitér kosuluna oranla daha az eksprese

edilmistir (Sekil 4.9).

A549 MCF7 Hela
4 s "
m SOX2
- m SOX2 3 m SOX2 3
: : _ :
© 21 2 2+ d 24
o -1 -
* ¥ ¢
14 14
mimic inhibitsr S gt et
mimic inhibitor mimic inhibitor

Sekil 4.9. MiR-105-5p ekspresyonu arttirilan ve azaltilan hiicrelerde SOX2
geninin mMRNA ekspresyon seviyeleri.

MiR-105-5p ekspresyonu arttirilan A549 ve HeLa hiicre hatlarinda, Htert geni fazla
miktarda eksprese edilirken, ekspresyonun inhibe edildigi kosulda baskilanmustir.

Bu durum miR-105-5p’nin farkli kosullar sagladigt MCF7 hiicre hattinda bir
degisiklik gostermemistir (Sekil 4.10).
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A549 MCF7 HeLa
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mimic inhibitor mimic inhibitér mimic inhibitor

Sekil 4.10. MiR-105-5p ekspresyonu arttirilan ve azaltilan hiicrelerde Htert geninin
MRNA ekspresyon seviyeleri.

CD133 geninde sadece A549 ve HeLa hiicre hatlar1 incelenmis ve her iki hiicre
hattinda da miR-105-5p’nin ekspresyonunun arttigi kosullarda CD133 geninin
baskilandig1 goriilmiistiir. Ekspresyonun azaldigi durumlarda ise tam tersi olarak

CD133 geni fazla eksprese olmustur (Sekil 4.11).

A549 TR
4-
10+
mm CD133
o == CD133 ¥
g 6 Eg-
. ¢ =
E = el
2+ i
LR R LTS ER T B irevsisnivonninsavisiee
mimic inhibitor mimic inhibitor

Sekil 4.11. MiR-105-5p ekspresyonu arttirilan ve azaltilan hiicrelerde CD133
geninin mMRNA ekspresyon seviyeleri.
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MCF7 ve HeLa hiicre hatlarinin inhibitér kosulunda E-cadherin geninin
ekspresyonu artarken mimic kosulunda baskilanmistir. Fakat A549 hiicre hattinda
miR-105-5p ekspresyonuyla birlikte E-cadherin ekspresyonu da artmis ve dogru
orantili olarak miR-105-5p’nin inhibe edildigi durumda E-cadherin de inhibe
edilmistir (Sekil 4.12).

Hela
A549 MCF7
4 4 4
m E-cadherin
o I m Eochein 34 m Ecodhern
: s i
;! iy g £
14 14 H
o A N— " [ ——
mimic inhibitor mimle nhibithe ikt

Sekil 4.12. MiR-105-5p ekspresyonu arttirilan ve azaltilan hiicrelerde E-cadherin
geninin mMRNA ekspresyon seviyeleri.

A549 ve HeLa hiicrelerinde mimic kosulunda ekspresyonu azalan Snail (slug)
geninin inhibitér kosulunda ekspresyonu artmistir. MCF7 hiicre hattinda ise her iki

kosul altinda da bir degisiklik gostermemistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. MiR-105-5p ekspresyonu arttirilan ve azaltilan hiicrelerde Snail geninin
MRNA ekspresyon seviyeleri.

4.1.5. BCA (Bikinchoninic Asid Assay ) Bulgulari

Galapagos programi ile 562 nm dalga boyunda protein miktarlarinin kantitatif
Ol¢limiinden elde edilen veriler Excel’de diizenlenerek, mimic ve inhibitor
kosullarindaki hiicrelerde total protein miktarlarii gosteren dogrusal standart

grafigi olusturuldu ve R? degeri hesaplandi (Sekil.14-15-16).

AB49

R*=0,9934
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Sekil 4.14. A549 hiicrelerinden elde edilen total proteinlerin standart grafigi ve R?
degeri.
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Cizelge 4.4. MiRNA ekspresyonu arttirilmig (mimic) ve azaltilmis (inhibitor)
AS549 hiicrelerinden elde edilen protein miktarlar

Negatif kontrol 1980 ug/ml
Mimic 1515 ug/ml
Inhibitér 1985 ng/ml
MCF7

1,400

1,200

1,000

0,800

y=0,0005x + 0,1411

0,600 R*=0,9938
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0,200

0,000
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Sekil 4.15. MCF7 hiicrelerinden elde edilen total proteinlerin standart grafigi ve R?
degeri.

Cizelge 4.5. MiRNA ekspresyonu arttirilmis (mimic) ve azaltilmig (inhibitor)
MCFT7 hiicrelerinden elde edilen protein miktarlar

Negatif kontrol 11,337 pg/ml
Mimic 11,027 pg/ml
Inhibitor 11,977 ng/ml
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Hela

1,4

y = 0,0005x + 0,125

R*=0,9914

0 S00 1000 1500 2000 2500
Sekil 4.16. Hela hiicrelerinden elde edilen total proteinlerin standart grafigi ve R

degeri.

Cizelge 4.6. MiRNA ekspresyonu arttirilmis (mimic) ve azaltilmis (inhibitdr) HeLa
hiicrelerinden elde edilen protein miktarlari.

Negatif kontrol 6740 pg/ml
Mimic 3490 pg/ml
Inhibitor 9020 pg/ml

4.1.6. Western Bulgulari

Protein izolasyonunda elde edilen proteinler ile western deneyi kurulmus fakat
sonu¢ alinamamistir. Bunun nedeninin kullanilan antikordan kaynaklandigi
disiiniilmektedir. Calismanin planlar1 dogrultusunda yeni bir antikor ile deneme
yapabilmek icin gerekli zaman ve maddi destek saglanamadigindan western

blotting deneyi tekrarlanamamustir.
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4.2. Tartisma

Giliniimiizde en ¢ok 6liime neden olan kanser hastaliginda miRNA’larin,
gerek hiicre farklilasmasi ve proliferasyonda, gerek apoptozda, gerekse metastazda
onemli roller Gistlendigi kanitlanmistir. Pek ¢ok miRNA’nin kanserde onkogenik ve
timor supressor gen olarak gorev aldigi bilinmektedir (Calin ve ark, 2006).
Aragtirmamizda, miR-105-5p miRNA’sinin A549, MCF7 ve HelLa hiicre
hatlarindaki apoptoz ve kok hiicre iliskili genlerin mRNA ekspresyonlarina etkisine
bakilmistir. Ayrica ekspresyonu artan ve azalan miR-105-5p’nin hiicrelerde
gergeklesen koloni olusturma ve apoptoz olaylarina etkisi de incelenmistir.

MiR-105-5p ekspresyonunun arttirtlmast durumunda akciger, meme Ve
rahim agz1 kanserlerinin hiicre proliferasyonunda anlamli bir baskilanma
gerceklesmistir. Bu durum miR-105-5p ekspresyonunun baskilanmasi kosulunda
ise tam tersi bir etki gostermis ve kanserli hiicreler artmistir. Sonuglar bize miR-
105-5p’nin bu kanserlerde timor supressor olarak gorev aldigini ve hedefe yonelik
tedavi arayislarinda 6zel bir role sahip olabilecegini gostermektedir. Her ne kadar
Pardini B ve arkadaslarimin yaptigi ¢aligmalar, bazi miRNA’larin fazla eksprese
edilmesinin servikal karsinogenezle baglantili oldugunu, inhibe edilmesinin ise
tedavi secenegi oldugunu gostermis olsa da bu durum miR-105-5p’yi
kapsamamaktadir. Bulgular kisminda sekil 4.3’da gosterildigi gibi ekspresyonu
artan miR-105-5p HeLa hiicrelerinin proliferasyonunda baskilanmaya sebep
olmaktadir. Bu durum A549 ve MCF7 hiicrelerinde de ayni sekilde gergeklesmistir
(bkz; Sekil 4.1, Sekil 4.2). MiRNA’larin kanser dokularinda, normal dokulara
nazaran Ozellikle az miktarda bulundugu ve karsinogenezde miRNA’nin
baskilandigina dair ¢alismalar (Lu J ve ark, 2005, Rosenfeld ve ark, 2005), bizim
buldugumuz bulgular ile paralel ilerlemistir.

Proliferasyonu baskilayan miR-105-5p’nin aymi etkiyi koloni olusturma
ozelliklerinde de gosterip gostermeyecegini anlayabilmek amaciyla kurulan
koloniformasyon deneyinden de benzer sonuglar alinmistir. Tahmin edildigi gibi

her ii¢ hiicre hattinda da miR-105-5p’nin varligi kanserli hiicrelerin koloni
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olusturma o6zelligini baskilamistir. Yine miR-105-5p ekspresyonu azaltildiginda
ters orantili bir sekilde hiicrelerin koloni olusturma 6zelliginde kontrol grubuna
oranla belirgin bir artis gdzlemlenmistir.

Diziye 6zgii bir transkripsiyon faktorii olan P53, genomik hasar karsisinda
hiicre donglisii ve apoptozun diizenlenmesindeki kritik rolii nedeniyle genomun
koruyucusu olarak adlandirilmaktadir. En ¢ok calisilan tiimor baskilayicidir ve
insan kanserlerinin neredeyse %50’sinde P53 mutasyonu vurgulanir (Chen F ve
ark, 2010, Vousden ve ark, 2011). P53 geni, A549 ve MCF7 hiicrelerinde miR-
105-5p ekspresyonundan sonra artis gostermistir ve bu durum tiimér supressor
olarak gorev alan P53 i¢in anlamli bir artistir. MiR-105-5p, hiicre dongiisii
durmasini, apoptozu ve yaslanmayi tesvik eder. MiR-105-5p’ye baglh olarak P53,
in vitro bir sekilde genotoksik stres sonrasinda indiiklenmistir. Baska bir
yaklasimla miRNA’larin yakiminda DNA dizisinde P53 baglayici elementlerin
aranmasi, miR-105-5p’yi P53 ile diizenleme i¢in iyi bir aday olarak tanimlamistir.
Bazi ¢aligmalar (Feng ve ark, 2011; Le ve ark, 2009) bazi miRNA’larin tiimérde
yiiksek ekspresyon sergileyerek P53’iin 3’UTR’sine baglandigimi ve P53 seviyesini
inhibe ettigini rapor etmislerdir. Fakat miR-105-5p i¢in ayni durum séz konusu
degildir. Ote yandan E6 onko-proteinine bagli P53 bozulma yolunun aktif oldugu
servikal kanserde (Hengstermann ve ark, 2001), zaten mutasyona ugramis P53
miR-105-5p ekspresyonu ile birlikte inhibe olmus timor baskilayict 6zelligi
gosterememistir. MiR-105-5p’nin inhibe olmasi ise mutasyonlu P53l arttirmistir
ve P53 servikal kanserde onkogen gdrevini iistlenmistir. Bagka bir bakis agisiyla
bakildiginda miR-105-5p ekspresyonu veya inhibisyonu HeLa hiicrelerinde zaten
mutasyona ugrayip onkogen gorevi alan P53’e bir etki gostermemistir diyebiliriz.
Yani normalde genomu korumakla gorevli P53 geninin miR-105-5p ile birlikte
aktive olup kanser hiicrelerini apoptoza goétiirmesi beklenirken bu durum rahim
agzi1 kanseri hiicrelerinde gergeklesmemistir.

P53 geni ile birlikte isbirligi yapan ve ¢ekirdekteki lokalizasyonuna gore

timor baskilayici veya onkogen gorevi gorebilen P21 geninin agagi regiile olmasi
52



4. BULGULAR VE TARTISMA Aylin ORS

P53 geni gibi kot prognozla iliskili olabilmektedir (Huang ve ark, 2014; Marchetti
ve ark, 1996; Elledge ve ark, 1998). Bu ¢alismada da miR-105-5p ekspresyonunun
arttirilldigt durumda P21, akciger ve rahim agzi kanserlerinde asagi regiile
olmustur. MiR-105-5p ekspresyonunun inhibe edildigi durumda yukari regiile
olarak onkogen olarak gorev gérmistiir. MiR-105-5p’nin diger bazi miRNA’lar
gibi P21 genine 3’UTR yoluyla baglandigi ve P21’i asag1 regiile ettigi sonucu
literatiirdeki baska bir ¢aligma ile uyum igerisinde ilerlemistir (Jung ve ark, 2010).
Ayrica P53 kodon 72 ve P21 kodon 31°de polimorfizmler olustugunda her iki
geninde serviks kanserinde onkogen gorevi istlenmesi (Jiang ve ark, 2010), iki
genin uyum igerisinde ¢alistigini bir kez daha kanitlamaktadir. P53 ile diizenlenen
P21, MCF7 hiicrelerinde miR-105-5p ve P53’lin ekspresyonunun fazla oldugu
kosulda yukari regiile edilmis ve tiimor supressor gorevini almistir. Bunun
sebebinin, akciger ve rahim agzi kanserlerinde Ras proto-onkogeni tarafindan
kodlanan P21’in mutasyona ugramis olmasi ve miR-105-5p mikroRNA’smin bu
durumu degistirmemesi olarak yorumlanabilmektedir. Fakat meme kanserinde
miR-105-5p varliginda durum degismis ve P21, hiicre dongiisiinii diizenleme
roliinii bagart ile tistlenmistir.

Daha 6nceki ¢alismalarinda gosterdigi gibi (Novak ve ark, 2020, Jia ve ark,
2021, Chhabra ve ark, 2018), SOX2 dogrudan ya da dolayli olarak timor
olusumuna katkida bulunmakta ve metastaz, go¢, proliferasyon gibi kanser hiicresi
Ozelliklerini olumlu yonde etkilemektedir. Ayrica kanser kdk olusumunu tesvik
etmektedir. Bu bilgiler 1s1ginda yaptigimiz RT-PCR sonucunda aldigimiz sonuglar
onceki bulgular ile benzerdir. Onkogen goérevi géren SOX2 geni miR-105-5p
ekspresyonunun azaldigi kosullarda MCF7 ve HeLa hiicre hatlarinda yiiksek
derecede artmis ve kanser hiicrelerinin azaldigi mimic kosulunda ise anlaml
Olciide baskilanmistir. Fakat ayni sonucu almak istedigimiz A549 hiicre hattinda
beklenenin aksine her iki kosulda da SOX2 ekspresyonlari asagi yonde regiile
olarak miR-105-5p’nin ekspresyonu veya inhibisyonu bu gen iizerinde herhangi bir

etki yaratmamistir.
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HTERT indiiksiyonu, telomerleri stabilize ederek malign doniisime
katkida bulundugu, gb¢, metastaz, anjiyogenez ve proliferasyon gibi siireglerde rol
oynadigi, boylelikle kanser hiicresi biiylimesini destekledigi belirtilmistir (Liu ve
ark, 2013; Saha ve ark, 2017). Akciger, meme ve rahim agzi kanserleri de dahil
olmak iizere bir ¢ok kanserde kdtii prognoz ile iliskisi belirtilen hTERT’1, belirtilen
diger birgok Ozelliginden dolay1r hedeflemek anlamli bir tedavi secenegi
olmaktadir. Ayrica bazt miRNA’larin hTERT’1 hedefleyerek in vivo ve in vitro
anlamda tiimor biiytimesini baskiladigi goriilmiistiir (Zhou ve ark, 2016). Yapilan
bu calismada da A549 ve HeLa hiicre hatlarinda miR-105-5p varligt hTERT’i
hedefleyerek hiicre proliferasyonunu durdurmustur. Mimic kosulunda inhibitdr
kosuluna oranla daha fazla eksprese olan hTERT, miR-105-5p/hTERT agmin
akciger ve rahim agz1 kanserlerinde tiimor baskilayici olarak islev gordiigiinii
gozler online sermektedir. Fakat bu durum meme kanseri hiicre hatti olan MCF7
icin gecerli olmamistir. HTERT, MCF7 hiicre hattinin her iki kosulunda da asagi
yonde regiile olmustur. Yani miR-105-5p meme kanserinde hTERT geninde
herhangi bir etki gdstermemistir.

CD133-pozitif olan hiicrelerin kendini yenileme, ¢cogalma ve farklilasma
Ozelliklerine bakilarak kanser kok hiicresi oldugu sdylenebilmektedir. Diger kanser
kok hiicreleri gibi CD133’de metastaz ve proliferasyon gibi olaylarda gorev
almaktadir. Bunlara ek olarak kemoterapi ilaclar1 ve radyasyon gibi terapdtik
direnci arttirmakla gorevlidirler (Hemmati ve ark, 2003). Hiicrelerde onkogen
gorevi iistlenerek kotii prognozla iliskilidirler. Akt, FAK, Wnt gibi sinyal yollarini
kullanarak hiicre gociine sebep olurlar. Ayrica NF-kB, IL-1p gibi sinyal yollarini
kullanarak ve slug ve N-cadherin ile baglanti kurarak EMT’yi indiiklerler (Sekil
1.3). HeLa ve A549 hiicre hatlarinda yapilan RT-PCR’da CD133 geni inhibitor
kosulunda fazla eksprese olurken mimic kosulunda inhibe olmus ve bu kanserlerde
onkogen olarak gorev aldig1 kanitlanmistir. Bu sonugtan hareketle onkogen olarak
gorev alan CDI133’tin, A549 ve Hela hiicre hatlarinda miR-105-5p

ekspresyonunun arttigi mimic kosulunda baskilanmis olmasi kullanilan
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miRNA’nin kanser hiicrelerini apoptoza gotiirdiigii ve kok hiicre benzeri 6zellik
gosteren genleri baskilayarak sonsuz boliinmeyi durdurabilecegi diisiincesine
varabiliriz.

Metastaz ile iligkili ve timor baskilayici genlerden biri olan E-cadherin
yoklugunda, hiicre yapisma kaybi1 ve hareketliliginde artis meydana geldigi bilgisi
literatiirde mevcuttur (Na ve ark, 2020, Christofori ve ark, 1999). Ab49
hiicrelerinde miR-105-5p varliginda E-cadherin salgisi artmistir ve bu da E-
cadherinin miR ile birlikte aktive olup timor baskilayici gen 6zelligini
gostermesiyle aciklanabilir. MCF7 ve HeLa hiicre hattinda ise miR-105-5p
inhibisyonunda E-cadherin artarak onkogen gorevini iistlenmistir. Bu sonuglar
meme ve rahim agzi kanserlerinde miR-105-5p’nin yoklugunda, E-cadherinin
mutasyona ugradig1 sonucunu diislindiirtmektedir.

MiR-105-5p varliginda A549 ve HelLa’da Snail geni baskilanmaktadir.
MiR-105-5p ekspresyonunun arttig1 kosullarda hiicrelerin apoptoza gittigi daha
once de tartistlmistir ve bu durumda kanserde onkogen gorevi goren (Wang ve ark,
2013) Snail geninin baskilanmasi bizim igin tutarli ve anlamli bir sonu¢ olmustur.
MiR-105-5p inhibe oldugunda ise Snail iiretimi ile birlikte kanserli hiicreler de
artmaktadir. Bu durum Snail geninin miR-105-5p yoklugunda onkogen olarak
gorev aldigimi gostermektedir. Bu sonuglar, akciger ve rahim agzi kanserlerinde
Snail’in baskilanmas1 kanserin baglamasinin ve istilasinin tedavisi i¢in potansiyel
bir terapotik hedef oldugu diisiincesi ile uyumlu oldugunu gostermektedir (Hung ve
ark, 2009; Mani ve ark, 2008; Zhao ve ark, 2013). MCF7 hiicrelerinin Snail
geninde ise miR-105-5p herhangi bir etki gdstermemistir.

Literatiire gore, Snail’in E-cadherin inhibisyonunu baskilayarak EMT’yi
indiikledigi (Cano ve ark, 2000), ayrica kanserde Snail genine bagli EMT nin P53
ve bazi miRNA’lar tarafindan diizenlendigi (Kim ve ark, 2011) buna bagh olarak
A549 hiicrelerinin apoptoza gittigi bilgisi ile bu g¢alisma sonuglar1 paralellik

gostermektedir. Onkogen olan Snail’in miR-105-5p varligina baglh olarak azalmasi
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ve bu azalisin E-cadherin’i ve P53’1i arttirmasi bizlere, Snail/E-cadherin/P53/miR-
105-5p agimin diizenli ilerleyisinin akciger karsinomunu azalttigini gostermektedir.

MiRBase ve WikiData veri tabanlarindan alinan bilgilere gére miR-105-5p,
akciger kanserinde mutasyona ugrayan EGFR, ALK ve KRAS (Kate ve ark, 2020)
genlerini dogrudan hedefleyerek etkilemektedir. Ayrica Bel-2 ile iliskili; BNIP2/3,
BAK1 ve BCL2L2/11 genlerini de dogrudan hedefleyerek Bcl-2 sinyal yolunu
dolayli olarak etkilemektedir. Wu ve arkadaslarmin 2014°de yaptig1 ¢calismada elde
ettigi verilere gore; Bel-2 nin baskilanmasi ilag akis mekanizmasini inhibe etmekte
ve akciger kanserinde kemoterapide kullanilan bir ila¢ olan sisplatin duyarliligini
arttirmaktadir. MiR-105-5p’nin dolayli olarak Bcl-2’yi etkilemesinden yola
cikilarak ila¢ akis mekanizmasina ve sisplatin duyarlilifima olan etkisinin
aragtirilmas1 gerektigi disiiniilmektedir. Aynmi sekilde meme kanserinde siklikla
mutasyona ugrayan TP53, BRIP1 (Sheikh ve ark, 2015) ve PIK3CA (Jiang ve ark,
2018) genlerini dogrudan hedefleyerek etkilemektedir. Ote yandan meme kanseri
geni olan BRCA1/2 genleri ile iliskili BRCC3 ve BARD1’i dogrudan hedeflemekte
ve BRCA1/2 genlerini dolayli yoldan etkilemektedir. Ayrica BRCC3 geni de P53
ile baglantili oldugundan dolayr miR-105-5p P53’ii dolayli yoldanda etkiliyor
diyebiliriz. Meme kanserinde oldugu gibi rahim agzi kanserinde de mutasyona
ugrayan P53 ve PIK3CA (Jiang ve ark, 2018), miR-105-5p’nin hedef genleri
arasinda yer almakta ve etkilenmektedir. He ve arkadaglarmin 2016’da yaptigi
caligmaya paralel olarak miR-105-5p; kanserin ayirt edici 6zelliklerine katkida
bulunan TGFB1, MAPK1 ve MAPKI14’i dogrudan hedefleyerek bu yollarda
degisiklige sebep olmaktadir.

56



5. SONUCLAR VE ONERILER Aylin ORS

5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Aragtirmamizda, farkli ekspresyonlarda olan miR-105-5p’nin meme,
akciger ve rahim agzi kanserlerine ve bu kanserlerde eksprese edilen apoptoz ve
kok hiicre iliskili genlerin iizerindeki etkisini inceleyebilmek amaciyla; hiicre
kiiltiri, proliferasyon, koloniformasyon, RNA izolasyonu, RT-PCR, protein
izolasyonu/BCA ve western blotting analizleri yapilmigtir. Cikan sonuglar
Powerpoint, Excel ve GraphPad Prism 9 programlar1 kullanilarak belgelenmistir.

Caligmada elde edilen bulgulara gore, her ii¢ hiicre hattinda da miR-105-
Sp’nin ekspresyonunun artmasi proliferasyonu ve hiicrelerin koloni olusturma
Ozelliklerini baskilamis, ekspresyonunun azalmasi bu &zellikleri arttirmistir. Bu
sebeple miR-105-5p bu hiicre hatlarinda tiimor supressor olarak gorev alip tedavi
secenegi olarak kullanilabilmektedir. MiR-105-5p; kdk hiicre ve apoptoz ile iliskili
genlerin  ekspresyonunu, bu  genlerde  miR-105-5p  ekspresyonunu
etkileyebilmektedir. Akciger kanserinde miR-105-5p yoklugunda; P21, CD133 ve
Snail onkogen olarak goérev alirken; miR-105-5p varliginda; P53, hTERT ve E-
cadherin tiimor baskilayici olarak gorev almigtir. SOX2 geninde ise herhangi bir
etki gostermemistir. Meme Kkanserinde; miR105-5p yoklugunda SOX2 ve E-
cadherin onkogen gorevini istlenmis, varliginda ise P53 ve P21 genleri tiimor
baskilayict gen gorevini listlenmistir. Snail ve hTERT genlerinde miR-105-5p bir
etki gostermemistir. Rahim agzi kanseri hiicrelerinde ise; miR-105-5p eksprese
oldugunda hTERT tiimor baskilayict etki gosterirken, miR-105-5p inhibe
oldugunda P53, P21, SOX2, CD133, E-cadherin ve Snail genleri onkogen etki

gostermistir.
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5.2. Oneriler

e MiRNA’larin mRNA’y1 hedefleme mekanizmasinin daha derin bir sekilde
arastirilip biyoinformatik analizlerle dogrulanmasi gerekmektedir.

e In vivo deneyler ile bulunan bulgular desteklenilmesi gerektigi
diisiiniilmektedir.

e Western blotting deneyleri tekrarlanilmali ve miRNA’larda kanser kok

hiicre iligkili sinyal yolaklar1 arastirilmalidir.
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